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1. Bevezetés

Az elmult par évtizedben, a bioldgiai tudoméanyokban a fluoreszcencia alkalmazasa
jelentdsen megnovekedett. A fluoreszcencia jelensége a lumineszcens folyamatok nagyobb
csaladjahoz tartozik. A lumineszcencia barmilyen anyag gerjesztett elektronallapotabol
szarmazo fény emissziojat jelenti. A fluoreszcencia emisszi6 sebessége jellemzéen 10° s, és
a fluoreszcencia élettartama 1-10 ns. A fluoreszcencia élettartam az az atlagos id6, amit a
fluorofor gerjesztett allapotban tolt miel6tt jra alapallapotba keriilne [1]. A fluoreszcencia
masik jellemzé paramétere a fluoreszcencia kvantumhatasfok, ami meghatdrozza, hogy
mennyire fényes egy fluorofor, és a kibocsatott fotonok és az elnyelt fotonok szamanak
hanyadosaval szamolhatd ki [2]. A fluoreszcencias technikakat széles korben alkalmazzak
kiilonb6z6 biokémiai és biologiai folyamatok molekuldris paramétereinek a meghatarozasara
az érzékenysége, specifikussaga illetve az idébeli felbontasa miatt [3]. A vizsgalt biologiai
molekuldk fluoreszcencids jelolésére sokféle eljaras létezik (1. részletesebben az 1.5.
fejezetben), de még mindig széleskdriien alkalmaznak ilyen célbol fluoreszcensen jelzett
antitesteket. A fluoreszcencia paramétereit a fluorofor kdrnyezete befolyasolja. Ennek egyik
megnyilvanulasa a Forster tipust rezonancia energiatranszfer (FRET), ami egyediilallo abban,
hogy molekuldk konforméciovaltozasaira, asszocidcidira ¢és tavolsagukra érzékeny
fluoreszcencia jeleket generaljon. fgy képes molekularis interakciokat és konformaciokat
feloldani olyan térbeli felbontassal, amely messze meghaladja a szokasos optikai
mikroszkopia diffrakcids hatarat (~A / 2), és kompatibilis a szuperfelbontasu technikakkal [4].
Az els6, FRET jelenlétére utalo kisérletek a XX. szazad elején torténtek, de Theodor Forster
csak 1940-es évek végén dolgozott ki egy olyan atfogd elméletet, amely megfelelden leirja ezt
a jelenséget [5]. A Forster tipusi rezonancia energiatranszfer alkalmazasa az
¢lettudoméanyokban drasztikusan megndtt az elmult 20 évben. Népszeriiségehez az vezetett,
hogy a nanométeres skalan lejatszodd folyamatokba betekintést nyujtd legegyszeriibb és
legkdnnyebben elérhetd eljards, ami informaciét nydjt a molekulan beliili, és molekuldk
kozotti tdvolsagokrol. Mikozben egyre tobb kutatd ismeri meg a FRET moddszerét és annak
elényeit, még mindig gyakran tekintik tal specialis technikanak [6]. Munkam soran arra
kerestem valaszt, hogy a fluoreszcens mérések jel/zaj aranyanak ndvelésére gyakran
alkalmazott két technika, az antitestek jelolési ardnyanak novelése és az erds gerjesztd

intenzitds milyen hatast gyakorol a mérések kvantitativ megbizhatosagara.



1.1. FRET

A FRET-et gyakran alkalmazzak molekuléris tdvolsagok meghatarozésara, illetve hogy
kideritsék bizonyos molekularis komplexek jelenlétét vagy hianyat [7]. A FRET egy olyan
tavolsag fliggd folyamat, amelynek soran az energia nem radiativ modon, hanem dipdl-dip6l
kolcsonhatas segitségével atadodik egy donorként szolgald gerjesztett allapotban 1évo
fluoroforrél egy megfeleld akceptor molekulara, ami az esetek tobbségében szintén
fluoreszcens [4]. Ennek koszonhetéen a donor molekula legerjesztédik és a megfeleld
akceptor molekula egy elektronja magasabb energiaszintre keriil [8]. A donor alacsonyabb
hullamhosszon nyeli el az energiat, mig az akceptor abszorpcidja hosszabb hullamhosszon
torténik. A FRET atomi tavolsagokon beliil jon létre rezonancia alapi kolcsonhatas révén,
mikdzben nem jon létre foton transzmisszié a donor és akceptor molekulak kozott. Mivel
FRET csak egymashoz kozeli, 1-10 nm-es tavolsagon beliil 1évé molekulak kozott jatszodik
le, szoktak spektroszkopiai vonalzonak is nevezni. Ha a tavolsag 1 nm alatti, akkor a donor és
az akceptor iitkdzése, ill. a kettejiik kozotti elektrontranszfer lenne a dominans, mig 10 nm-nél
nagyobb tavolsag esetében a donor fényemisszidoja dominalna [9]. A hagyomanyos
heterotranszfer FRET vagy hetero-FRET akkor fordul eld, amikor egy gerjesztett donor
kromofoér emisszids Spektruma atfedésben van egy tdle kémiailag és spektroszkopiailag is
megkiilonboztethetd akceptor kromofor abszorpcios spektrumdval. A jelenségnek szamos
fotofizikai megnyilvanulasa van, amelyek mindegyike megfelel6 kisérleti technikat
eredményez a FRET hatékonysaganak kimutatasara: (i) szenzitizalt emisszid az akceptor
fluoroforrél; (ii) a donor fluoreszcencia emissziojanak kioltasa; (iii) a donor fluoreszcencia
¢lettartama csokken, aminek mechanizmusa hasonlé a donorkioltaséhoz; (iv) lassubb donor
fotoelhalvanyitas és (v) a donor fluoreszcencia polarizacidjanak valtozasa. Gyakran ugy vélik,
hogy FRET csak két spektroszkopiailag eltérd fluorofoér kozott valosulhat meg. FRET
azonban spektroszkopiailag azonos molekuldk kozott is lejatszodhat azzal a feltétellel, hogy
ha kismértékli Stokes-eltolodassal (kis eltolodas az excitacids és emisszios csucsok kozott)
rendelkeznek. Az energiadtadast azonos fluoroforok esetében homo-FRET-nek nevezziik.
Mivel ebben az esetben a donor €s az akceptor spektroszkopiailag megkiilonboztethetetlen, az
intenzitas hanyados és az élettartam mérések alkalmatlanok a homo-FRET meghatarozasara.
Mig az anizotropia mérése a hetero-FRET kimutatasanak csak az egyik modszere, addig a
homo-FRET kimutatasara az egyetlen alkalmazhat6 modszer [10], [11]. A Jablonski diagram
a FRET lefolyasanak legegyszeribb magyarazatat adja a donor / akceptor gerjesztése és

emisszioja szempontjabol.
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1. abra: Jablonski diagram a FRET jelenségének értelmezésére. (a) Az
abran a Jablonski diagram lathato, ami a Forster tipusi rezonancia
energiatranszfert (FRET) mutatja be. Az energia elnyelésekor az elektronok
mind a donorban, mind az akceptorban alapallapotbol gerjesztett allapotba
keriilnek, majd vagy fluoreszcencia vagy nem fluoreszcens atmenetek
forméjaban elveszitik az energidjukat a kovetkezd sebességi allandokkal:
donor esetében kgp), akceptor esetében kfa) és nem fluoreszcens
mechanizmusokon keresztiil knspy @ donorra illetve, Kqea) az akceptorra
vonatkozoan. FRET eléfordulasakor a donor gerjesztett energiaja atadodhat
egy akceptorra egy Krrer sebességi allandoval. A (b) abra a FRET
lejatszodasahoz sziikséges spektralis atfedéseket mutatja. A XEXD és kemD
vagy Aed" 6s Aem szimbolumok jeldlik a donor és akceptor fluoroférok
gerjesztési (Aex), illetve emisszids (Aem) spektrumait. Alapvetd fontossagu a
spektrumok atfedése mind hetero-FRET (sarga), mind homo-FRET esetében
(kék) [9].

A FRET hatékonysag jellemzésére az energiatranszfer hatasfokot (E) hasznaljuk, ami
megmutatja a FRET altal relaxaloédott donorok aranyat az Osszes gerjesztett donor
molekuldhoz képest. Az energiatranszfer mértéke nagyban fligg a donor ¢€s akceptor kozotti
tavolsag (R) negativ hatodik hatvanyatdl, amit a kovetkez6 egyenlet ir le:

Ry

STRAR ®

ahol az R az aktualis donor-akceptor tavolsag, mig Ry az a tavolsag, ahol az E=0,5. Ha a
donor-akceptor tavolsag Ro-lal egyenld, akkor 50% az esélye annak, hogy a gerjesztett donor

energiaja atadodik egy akceptornak. Ez a tavolsag altalaban 3-8 nm ko6zott van. Ahogy a



tavolsag n6 a donor illetve az akceptor kozott, az E értéke csokken [12], [13]. Forster elmélete
szerint a FRET sebességi allandoja (Keret) és hatasfoka (E) az alabbi képletekkel irhato le:
Keer = CONSt IN“R° &2 (2

E= kFRET (3)
kFRET + kf ot knf (D)

ahol a ks by a donor fluoreszcencia emisszid sebességi allandoja és a knf (py a donor egyéb, nem
fluoreszcens sebességi allanddinak Osszege. Az R a donor és akceptor molekuldk kozotti
tavolsag, ¢és a Kk az orientacids faktor, amit a donor emisszids dipdlusa ¢és az akceptor
abszorpcids dipdlusa altal bezart szog hatdroz meg. Tovabbi paraméter még az n, ami a kozeg
torésmutatojat adja meg, és a J atfedési integral, amit a donor emisszids spektruma és az
akceptor abszorpcios spektruma hataroz meg [14]. A FRET lejatszodasahoz az alabbi
feltételeknek kell teljesiilniiik: 1.) a donor magas kvantumhatasfokkal rendelkezzen, 2.) a
donor emisszids spektruma fedjen at az akceptor abszorpcids spektrumaval (minél nagyobb az
atfedés, annal nagyobb a FRET mértéke), 3.) a donor elektromos mezdje és az akceptor
abszorpcios dipolus vektora kozel parhuzamosan helyezkedjen el. Ezt az orientacios faktorral
jellemezziik, melynek értéke 0-4 kozott valtozik. A FRET hatékonysag akkor a legnagyobb,
amikor a két vektor parhuzamos egymassal (k° = 4). A transzfer mértéke csokken, ha a két
vektor kozotti szog novekszik. Ha a két vektor kozotti szog 90°, a FRET akkor sem fog
lejatszodni, ha a tobbi feltétel egyébként teljesedik. 4.) A donor és akceptor kozotti
tavolsagnak 1-10 nm kozott kell lennie [12], [15]. Annak fiiggvényében, hogy az alkalmazott
donor, illetve akceptor fluoroforok két kiilonb6z6, vagy egyazon molekulan helyezkednek el,
megkiilonbozetiink  intermolekularis  és  intramolekularis FRET  méréseket. Az
intermolekularis FRET mérések sordn a transzfert két kiilonb6zd molekula/fehérje kozott
vizsgaljuk. Intramolekularis FRET esetében a donor ¢és az akceptor ugyanahhoz a
molekulahoz konjugaltan talalhatok, igy ezzel a modszerrel konformacids valtozasok
figyelhetéek meg [16]. A FRET szamtalan mérémiszerrel vizsgalhatd, melyek koziil
biologiai szempontbdl kiemelendd a mikroszkopos képalkotas és az aramlasi citometria. Mig
az aramlasi citometrids FRET (FCET) mérések elonye az, hogy rovid id6 alatt nagy
sejtpopulaciot tudunk megvizsgalni, addig a mikroszkopos megkozelités lehet6séget ad, hogy
sejten beliili részleteket megfigyeljiink, illetve pixelenkénti elemzéssel FRET értékeket

hasonlithassunk 0ssze mas fluoreszcensen jelolt bioldgiai informacioval [17].



1.2. FRET mérési modszerek

A fluoreszcencidnak szdmos spektroszkopiai megjelenése van, amik jo érzékenységgel
detektalhatéak és szerencsére, FRET hatdsara ezek a spektroszkopiai tulajdonsdgok
megvaltoznak. Ezért szdmos moddszer alkalmazhato FRET mérésére. A leginkabb figyelemre
méltd FRET-mérések a kovetkezé6 harom megkozelitésen alapulnak: 1.) fluoreszcencia
intenzitds alapi megkozelités; 2.) fluoreszcencia élettartam alapu megkdzelités, 3.)

fluoreszcencia anizotropia alapti megkdzelités [9].

1.2.1. Fluoreszcencia intenzitas alapu mérések

1.2.1.1. Donor kioltas (quenching)

A donor kioltdsanak mérése a lehetd legegyszeriibb modszere a FRET kisérletes
meghatarozasdnak. A FRET azért okozza a donor kioltasat, mert egy uj legerjesztési
lehetdséget biztosit a gerjesztett donorok szamdra, amely kompetdl a tobbi relaxacios
folyamattal. Az ilyen fajta mérések soran két kiilonb6z6 minta, egy egyszeresen, donorral
jelolt, és egy kétszeresen, donorral és akceptorral egyarant jelolt minta atlagos donor
fluoreszcencia intenzitasat hasonlitjuk dssze. Feltételezziik, hogy a csak donorral jelolt, illetve
a duplan jelolt mintak intenzitaskiilonbségét az akceptor jelenléte, pontosabban a FRET
okozza. Ez egyben a modszer hibaja is, hiszen az egyéb intenzitasbefolyasold tényezoket
figyelmen kiviil hagyja. Emiatt a modszert sejtpopulaciok intenzitasmérésére alkalmazzuk,
sejtrol-sejtre valo FRET meghatarozasara nem alkalmas. A donor kioltasan alapuld méréseket
csak antitesttel jelolt sejteken lehet végezni [12]. A FRET hatékonysag a kovetkezd
egyenlettel szamithato ki:

E=1-II% 4)
ahol Ip a donorral jelolt, Ipa a donor és akceptorral jelolt minta hattérrel korrigalt donor

fluoreszcencia intenzitasa.
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1.2.1.2. Akceptor fotoelhalvanyitas

Az akceptor fotoelhalvanyitas egy konnyen alkalmazhato FRET mérési modszer, ami
tulajdonképpen a donor kioltas mérésének egyik alternativ modszerét jelenti. A donor
intenzitasat megmérjiik az akceptor jelenlétében (Ipa 4. egyenletben), majd ugyanazon mintan
az akceptor fotoelhalvanyitasa utan is (Ip a 4. egyenletben). Az akceptor fotodestrukcidja
esetén a donor kioltasa nem kovetkezik be, ennek kdvetkeztében a donor intenzitdsa nd, ami
aranyos a FRET hatékonysaggal [17]. Mivel az Ip és Ipa értékét ugyanazon mintan
hatarozzuk meg, az eljaras kikiiszoboli az intenzitasok sejtenkénti variabilitdsabol szdrmazé
problémat, és igy nemcsak atlagos, hanem sejtenkénti vagy pixelenkénti FRET hatasfok
szadmitasara is alkalmas. A fototoxicitds és a hosszu bleaching id6 miatt az €16 sejteken vald
alkalmazhatdsaga korlatozott. Biztositani kell azt is, hogy a fotoelhalvanyitas ne befolyasolja
a donor fluoreszcens tulajdonsagait, és hogy az akceptor a fotoelhalvanyitas utan teljesen el

legyen halvanyitva [18].

1.2.1.3. Szenzitizalt akceptor fluoreszcencia

Az akceptor szenzitizalt emisszid6 meghatarozasan alapuld FRET modszer a
legmegbizhatobb az intenzitason alapuld modszerek kozott. Az akceptor szenzitizalt
emisszioja az akceptor emisszidjanak azon része, amelyben az akceptor gerjesztése a donortol
induld FRET segitségével jon 1étre [18]. A FRET meghatarozasa sokkal pontosabban és
konnyebben elvégezhetd abban az esetben, amikor a donor és akceptor emisszidja jol
elkiilonithet6. Ebben az esetben az un. FRET csatornaban, ahol a donort gerjesztjiik, de az
akceptor fluoreszcenciajat mérjiik, elsésorban az akceptor szenzitizalt emisszidja érzékelhetd.
Sajnos ez az optimalis helyzet szinte sosem all el§ ilyen tokéletes formaban, emiatt sziikséges
bevezetni az atvilagitasi faktorok hasznalatat pl.: a donor és akceptor kdlcsonds gerjesztése a
masik festék gerjesztési hulldmhosszan, valamint a donor és az akceptor fluoreszcencia
emisszi0janak atnyuldsa a masik festéknek megfeleld csatorndba. A szenzitizalt emisszio
mérési modszerek harom csoportba sorolhatéak a kiillonb6z6 FRET elemzési lehetdségeik
alapjan: 1.) kétcsatornds emisszio vagy excitacio aranymérések; 2.) haromcsatornas emisszios

mérések; 3.) spektralis FRET mérések [9].
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1.2.1.3.1. Kétcsatornas aranymérések

Kétcsatornas FRET méréseket mikroszkopon és citométeren is alkalmaznak fehérje-
fehérje interakciok vizsgalatara [19], [20]. A donor emisszidjat az elsé csatornaban rogzitik,
majd az akceptor FRET altali emissziojat a masodik csatornaban. FRET-nek kdszonhetéen a
donor emisszid csokken és az akceptor emisszido né. A FRET-tel aranyos paramétert az adott
csatornakban kapott emisszié aranyaként kapjuk meg. Mivel ez a modszer figyelmen kiviil
hagyja a donor atvilagitasat, illetve az akceptor esetleges direkt gerjesztését, a kapott

hanyados nem a FRET hatéasfokot adja meg, csak egy azzal aranyos értéket:

E =15 ®)

D
ahol az Ir a FRET csatornaban mért fluoreszcencia intenzitas, az Ip a donor csatornaban mért
intenzitas. Mivel az arany kiszamitasa egy olyan értéket ad, amely nincs normalizalva a donor
¢és az akceptor expresszios szintjére, a kapott FRET paraméter értéke erdsen fiigg a donor és
az akceptor aranyatol, ezért kizardlag intramolekularis FRET, FRET-szenzorok vizsgalatara

alkalmas, ahol a donor és az akceptor aranya allando és ismert [21].

1.2.1.3.2. Haromcsatornas emisszios mérések

A haromcsatornas FRET mérések a leggyakrabban alkalmazott FRET technikak kozzé
tartoznak, ami a gerjesztési hullamhosszak ¢s emisszios filterek harom kiilonb6zo
kombinaciojabol adodd mérésen alapszik [22]. Ezen tipusu mérések soran a donorral vagy
akceptorral egyszeresen jelolt, illetve a duplan jelolt mintak fluoreszcencia intenzitasat harom
csatornaban rogzitjik: 1.) a donor csatorna (l1): a donort abszorpcidos és emisszios
hullamhossz tartomanyaban gerjesztjiik és detektaljuk; 2.) a FRET csatorna (l;) esetében a
mintat a donor abszorpciés hullamhosszan gerjesztjikk, és a fluoreszcenciat az akceptor
emisszids hullamhosszan detektaljuk, mely az akceptor szenzitizalt emisszidjat jellemzi; 3.)
az akceptor csatorna (I3), ahol az abszorpcios és emisszios hullamhosszak megfelelnek az
adott akceptor spektralis tulajdonsagainak, mely az akceptor direkt emissziojat jellemzi. A

kiilonb6z6 csatorndk intenzitasait az alabbi egyenletek irjak le.
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Ahol az I;-13 az egyes csatornak hattérkorrigalt intenzitasai, az S; és Sz a donor atvilagitasi
faktorai a donor csatornabol a FRET csatornaba, illetve az akceptor csatornaba, melyet csak a

donorral jeldlt mintabol szamolunk, és az alabbiaknak megfelelden hatarozunk meg:

S;==%, §,=3% (7)

Az S; és Sy értékek a kizardlag akceptorral jel6lt minta segitségével hatarozhatok meg, és
megmutatjak az akceptor atvilagitdsit a FRET, illetve a donor csatornaba, melynek

kiszdmitasa a kovetkezoképpen lehetséges.

5=l 6)

A
|3

N >

S,

@ x»

Az Ip mutatja a donor kioltatlan, mig az Ia a kdzvetleniil gerjesztett akceptor intenzitasat. Az
¢ a fels6 indexben jelolt molekula (a donor vagy az akceptor) molaris abszorpcios
koefficiense, az als6 index azt jeldli, hogy a donor vagy az akceptor gerjesztési hullamhosszan
kell értelmezni. Az o értéke mutatja meg egy gerjesztett akceptor molekula intenzitasat a
FRET csatornaban egy donor csatornaban detektalt gerjesztett donorhoz képest a kovetkezd
egyenlet szerint:

— Qa ao 9
“ Qb o ©

ahol a Qa és a Qp az akceptor és donor fluoreszcencia kvantumhatasfoka, és a 7a, és a 7p; @
FRET csatornaban detektalt akceptor foton, illetve a donor csatornaban detektalt donor foton
detektalasi hatékonysagat jellemzi [23], [24]. Mivel mind a kvantumhatasfokot, mind a
detektalasi hatékonysagot nehéz meghatarozni, ezért az o faktor meghatdrozasdra mind a
citometrias mérések, mind a mikroszkopos mérések esetén szamos modszer 1étezik, ami nem
tartalmazza a fent emlitett valtozokat [13], [24], [25]. Egy akceptor foton detektalasi
hatékonysdga a FRET csatorndban 0Osszehasonlithatd egy donor foton detektalasi
hatékonysagaval a donor csatornaban azaltal, hogy az egyik mintat egy donorral konjugalt,
egy bizonyos epitopra specifikus antitesttel jeloljiik, még egy madasik mintat ugyanarra az

epitdpra specifikus, akceptorral jelolt antitesttel jeloliink. Ha figyelembe vessziikk a molaris
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abszorpcids koefficienst és a jelolési aranyt (fluoroforok atlagos szama egy antitesten egy antitest

torzsoldatban), akkor az a a kovetkezd egyenlet szerint meghatarozhato:

D
a=Manlo (10)
Mpea Ly

ahol Ma az akceptorral jel6lt minta intenzitdsa a FRET csatornaban és az Mp a donorral jeldlt
minta donor csatornaban mért intenzitisa. Az &p és €5 a donor, ill. az akceptor molaris
abszorpcios koefficiense a donor gerjesztési hullamhosszan, az Lp és La a donorral, illetve az
akceptorral jelolt antitest jelolési aranya. Ahhoz, hogy a moddszer megbizhato legyen, a
mérések soran nagy mennyiségl sejtet kell vizsgalnunk. A molaris abszorpcids koefficiensek
spektrofotometriasan hatarozhatéak meg [23]. A fent emlitett egyenletrendszerek alapjan a
FRET a kovetkez6képpen hatarozhatd meg [26].

Sz(lz'llsl'ls S2+|1S‘2 Ss+|381 S4'|2S3 84)

E= (11)

D A
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Annak ellenére, hogy az energiatranszfer hatasfok kiszamitasara ilyen szisztematikus
modszert alkalmazunk, meghatdrozdsa mégis nehéz alacsony expresszios szintli fehérjék
esetében. Azokban az esetekben, amikor a jel-zaj arany nagyon alacsony, a pontos FRET
szamitasokhoz sejtenkénti autofluoreszcencia korrekciora van sziikség, tovabba olyan FRET-
par kivalasztasara, mely nagyobb emisszios hullamhosszal rendelkezik. Ezek segitenek

csOkkenteni a FRET hisztogramok szorasat, ezaltal a FRET analizisek érzékenységét javitjak

[271-[29].
1.2.1.3.3. Spektralis FRET mérések

A spektralis képalkotas kiilonb6z6 emisszios hullamhosszokon készitett fluoreszcens
képek sorozatat jelenti, aminek kdszonhetéen igy hullimhossz szerinti képsorozatokat (Un.
»lambda stack-eket”) kapunk. Az eljaras feltételezi azt, hogy minden fluorofornak specifikus
spektralis jele van, ami a hullamhossz szerinti képsorozatban azonosithato. A moddszer a
mikroszkopos rendszer azon képességén alapszik, hogy a gerjesztett mintabol kibocsatott fény
spektralis komponensei elkiilonithetokek legyenek [9], [30], [31]. Ez a mddszer a legtobb
1ézer pasztazd konfokalis mikroszkop esetében elérhetd, és lehetdséget biztosit a donor és
akceptor intenzitdsvaltozasainak nyomon kovetésére, példaul a FRET esetében bekovetkezd
valtozasok soran. A FRET detektalasakor legalabb egy spektrumot kell felvenni, ami mind a
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donor, mind az akceptor emisszidjat lefedi a donor gerjesztésekor. Egy masodik spektrum,
amely lefedi az akceptor emisszidjat annak gerjesztésekor, informaciot nytjt az akceptor
mennyiségérol. Mivel az akceptor jel és a FRET jel azonos hullimhosszfiiggést mutat, ezért
spektralis dekonvoltcioval nem Kiilonithetéek el. Bizonyos kisérletek arrdl szamolnak be,
hogy a spektralis képalkotas nem érzékeny az autofluoreszcenciara és a nagymértékii

spektralis atfedésre, mivel az egyes résztvevo fluoroforok szétvalaszthatoak [21], [31].

1.2.1.4. Donor fotoelhalvanyitas

A donor fotoelhalvanyitds kinetikdjdnak mérése akceptor jelenlétében és akceptor
jelenléte nélkiil egyszertien elvégezhetd6 FRET méréseket tesz lehetévée [32]. A
fotoelhalvanyitds masodpercektdl percekig tartd iddintervallumot oOlelhet fel, ami 10
nagysdgrenddel lassabb, mint a nanoszekundumos fluoreszcencia emisszi6. Ez az 1d6
altalaban elegend6é a molekulak elhalvanyitasahoz, bar ha nagyobb intenzitasu gerjesztd fényt
alkalmazunk, ez az id6 mikroszekundomos nagysagrendre csokkenthetd [7]. A donor
fotoelhalvanyitasos kisérletekhez egy fotolabilis donorra és a nem feltétleniil fluoreszcens, de
fotostabil akceptorra van sziikség. A donor elhalvanyitasanak detektalasa a FRET kvantitativ
analizisét teszi lehetdvé, mely soran a donor stabilitasa az akceptor jelenlétében megnd. Ezért
az elhalvanyitasi 1d6allando nd, tehat a donor teljes elhalvanyitasa tobb 1d6t fog igénybe venni
[21]. A donor fotoelhalvanyitas iddallanddja  forditottan aranyos a  donor
kvantumhatékonysaggal, ezért az ilyen mérések soran két kiilonb6z6 minta (egy donorral
jelolt, és egy donorral és akceptorral jelolt) ugyanolyan koriilmények kozott mért atlagos
fotoelhalvanyitasi id6allandojat hasonlitjuk Gssze [4], [26]. A donor fotoelhalvanyitasos

modszerrel a FRET a kovetkez6 egyenlettel hatdrozhatdé meg:

E=1-1o (12)

DA
ahol a Tp és a Tpa a donor fotoelhalvanyitasanak idéallanddja az akceptor hianyaban, illetve
jelenlétében. Az iddallandd meghatarozasahoz a donor mintdrdl sorozatban vesziink fel
képeket, mikozben folyamatosan égetjiik a mintat addig, amig a mért intenzitdsok a hattér

értekkel lesznek egyenlok [9].
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1.2.2. Fluoreszcencia élettartam mérések

A fluoreszcencia ¢lettartam azt az id6t jellemzi, amelyet a fluoreszcens molekuldk
atlagosan a gerjesztett allapotban toltenek, mieldtt alapallapotba keriilnek kiilonb6z6 radiativ,
illetve non-radiativ mechanizmusok koézremiikodésével. A folyamat random voltabol
kovetkezik a fluoreszcencia intenzitds exponencidlis csokkenése a gerjesztés kikapcsolasat
kovetden, ill. az, hogy a fluoreszcencia élettartam egyenld azzal az idOvel, amely alatt a
gerjesztett molekulak populacidja e-ad részére csokken [33]. A fluoreszcencia élettartam
forditottan aranyos a relaxacios folyamatok (fluoreszcencia emisszid, FRET és minden mas
nem fluoreszcens folyamat) sebességi allandoinak Gsszegével [34]. A fentiekbdl kovetkezik,
hogy ha a megfeleld akceptor a potencialis donor kdzelében van, akkor a donor fluoreszcencia
¢lettartama csokken a FRET miatt. Az ¢lettartammérések alapjan a FRET az alabbi

egyenlettel meghatarozhato:

E=1-foa (13)
b

ahol a pa és 7p a donor fluoreszcencia élettartama az akceptor jelenlétében illetve az akceptor
jelenléte nélkil [21]. A fluoreszcencia élettartam meghatarozasara két rutinszeriien
alkalmazott modszert ismeriink. Az egyik az id6fiiggd mérések (TCSPC — time-correlated
single photon counting), melyben a rovid 1ézerimpulzust kovetéen id6 kapuzott detektor
segitségével mérik az egyedi fotonok emisszidjanak idejét. Kelld szamu ilyen esemény
megfigyelése utan eldalld hisztogram a fluoreszcencia exponencialis 1d6fiiggd csokkenését
mutatja [35]. A masik megkdzelités a frekvenciafiiggé modszer, amelyben modulalt gerjesztd
fénnyel gerjesztik a mintat, és vizsgaljak az emisszid gerjesztéfényhez képesti faziskésését,
(fluorescence lifetime FRET, FL-FRET) vizsgalatokat mikroszkdppal, spektrofluoriméterrel
vagy citométerrel is végezhetink [9]. A fluoreszcencia élettartam mikroszképos FRET
(FLIM-FRET) mérések nem igényelnek korrekcios faktorokat, mint az akceptor szenzitizalt
emisszid esetében, illetve nem érzékenyek a fluorofor koncentracié valtozasara és a
megvilagité fény intenzitasara, fényszoérasra vagy a fotoelhalvanyitasra. A FLIM-FRET
modszer képes szazalékosan megbecsiilni a FRET-ben részt vevd, illetve nem részt vevd
donorok aranyat [37]. Mindezek ellenére az FL-FRET mérések hosszu id6t vesznek igénybe,

€s igen érzékeny €s draga miiszerezettséget igényelnek.
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1.2.3. Fluoreszcencia anizotropia mérések

A fluoroférok térben és idOben véletlenszerlien orientaltak. Ha polarizalt fénnyel
vilagitjuk meg 6ket, akkor a teljes fluorofor populacionak csak egy része keriil gerjesztett
allapotba, mivel csak azok a fluoroférok fognak gerjesztett allapotba keriilni, melyek
abszorpcios dipolusa megfeleléen parhuzamos a gerjeszté fotonok polarizacios iranyaval. Ezt
a folyamatot hivjuk fotoszelekcionak. Tovabba a gerjesztett allapotban 1€vé fluoroforok
orientacioja véletlenszerlien megvaltozik, miel6tt elveszitenék az energiajukat sugarzassal
vagy sugarzasmentesen, példaul a FRET-tel. Kovetkeztetésként elmondhaté, hogy a
kibocsatott fény depolarizalt a gerjeszt6 fényhez viszonyitva [1]. A fluoreszcencia anizotropia
(r) megmutatja, hogy polarizalt megvilagitast kovetéen az emittalt fluoreszcencia mennyire
polarizalt. A fluorofért vertikalisan polarizalt fénnyel megvilagitjuk, majd ezt kvetéen mind
a vertikalis (ly), mind a horizontalis (ly) emissziokat Ossze kell gyijteni. Az emisszid
depolarizaciojahoz vezetd folyamatokat ezen két intenzitds alapjan jellemezhetjiik, és az

anizotropia a kovetkezd egyenlet szerint meghatarozhato.

r:ﬁ (14)
I, +21,

A fenti képlet csak akkor lenne kisérletesen alkalmazhato, ha a detektorrendszer ugyanolyan
hatékonysdggal tudna detektalni a vertikalisan és horizontalisan polarizalt emissziot. Mivel ez
nincs igy, ezért egy, altaldban G-vel jelolt paraméterrel figyelembe kell venni, hogy a
detektorrendszer hanyszor érzékenyebb a vertikalisan polarizalt fény detektalasara:

r:ﬁ (15)
I, +2G I,

A G faktor meghatarozasanak egyik leggyakrabban alkalmazott modszerében a mintat
horizontéalisan polarizalt fénnyel vilagitjak meg, és ezt kovetden mérik az emisszid vertikalis
(lv2) és horizontalis (lnz) komponensét. Mivel a két komponens elméleti nagysaga
megegyezik, a mért kiillonbségiik a detektorrendszer vertikalisan és horizontalisan polarizalt
fényre vonatkozo eltérd érzékenységét jellemzi:

G== (16)

H2

Elméletileg maximalis anizotropia akkor érhet el, amikor az emisszids atmeneti dipo6lus
momentum tokéletesen parhuzamos az abszorpcios atmeneti dipélus momentummal [2]. Az

anizotropia érzékeny a molekuldk méretére és alakjara, a molekuléris kornyezet merevségére
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¢és folyékonysagara, a forgd mozgasra, illetve a molekularis asszociacios eseményekre [10]. A
donor élettartama csokken, ezaltal a donornak gerjesztett allapotban kevesebb ideje van
forogni. Levonhat6 az a kovetkeztetés, hogy a donor emisszidja hiperpolarizalddik (ahhoz az
esethez képest, ahol nincs hetero-FRET), ami megnévekedett anizotropiat fog eredményezni.
A homo-FRET nem befolyasolja a donorpopulécié élettartamat, hanem hasonlé molekulak
kozotti energiaatadashoz vezet. Bar a FRET kolcsonhatas sordn a donor emisszios dipdlusaval
parhuzamosan all6 abszorpcidés dipdlussal rendelkezd akceptorok preferencialisan
gerjesztddnek, mégis minden homo-FRET 1épés a gerjesztett molekulapopulaciot
depolarizalja, mert a fenti orientacidszelektiv hatds viszonylag gyenge. Mivel a donor és az
akceptor molekula spektroszkdpiailag megegyezik, ezért az emisszid kevésbé polarizalt,
aminek koszonhet6en az anizotropia csokken. Fontos megjegyezni, hogy hetero-FRET esetén
a donor fluoreszcencia intenzitasa és az élettartama csokken, még a homo-FRET esetében

valtozatlan marad a donorpopulaciora vonatkozoan [10], [11].

1.3. Antitestek jelolési modszerei, a jelolés hatasa az antitestekre

Az antitestek vagy ellenanyagok az adaptiv immunrendszer fehérjéi, melyek effektor
funkciokat latnak el, képesek specifikusan megtalalni célmolekulakat, illetve a betegséget
okozo organizmusokat. Ezen tulajdonsaguk tette lehetdvé, hogy napjainkban a biologiai
kutatdsok szerves részévé valjanak. Széles korben alkalmazzak Oket a diagnosztikaban és a
kutatasban, illetve a klinikumban fontos terdpids eszkozzé valtak kiilonbozd betegségek
kezelésében. Az antitesteket egyarant hasznalhatjak elemzésekre, tisztitasra illetve kiilonbozo
fiziologias valaszok kozvetitésére és befolyasolasara [38], [39]. Az ellenanyagok két konnyi
¢és két nehéz polipeptidlancbol allnak, melyeket diszulfid hidak és nem kovalens kotések
stabilizalnak. Az ellenanyagok N-terminalis (Fab) része tartalmazza a nehéz és konnyii lancok
varidbilis szekvenciait, melyek antigén kotOhelyként szolgdlva képesek felismerni az
antigének kiilonb6zd epitopjait. A C-termindlis részek a konstans szekvencidkat (Fc)
tartalmazzak, amik effektor funkciokat képesek ellatni [40]. Nehéz lancuk konstans régidinak
szekvenciai alapjan 0Ot izotipust kiilonboztetink meg (IgG, IgA, IgD, IgE, IgM).
Termelddésiik modja alapjan megkiilonboztetiink poli- és monoklonalis antitesteket. A
poliklonalis antitesteket tobb B-sejt klon termeli, és egy adott antigén kiilonb6z6 epitopjaira

specifikusak, melyeket gyakran alkalmaznak patogének kimutatasara. Azokban az esetekben,
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amikor nagy specificitasa kotodést szeretnénk elérni, akkor monoklonalis antitestek
alkalmazasa sziikséges. Ezek az antitestek egy antigén egy adott epitopjara specifikusak. A
monoklonalis antitestek hibridoma technikaval allithatok el6, amikor ellenanyagot termelé B-
sejteket fuzionaltatnak myeloma sejtekkel, melynek kovetkeztében antitestet szekretalo,
immortalizalt sejtvonalat kapunk. A folyamat soran altaldban sok hibridoma klon jon 1étre,
melyeket tovabb vizsgalunk azért, hogy azonositsuk a megfeleld6 monoklonalis antitest
termel sejteket [41].

Mivel az antitestek aminosav polimerek, melyek szamtalan oldallanccal rendelkeznek,
igy ezek az oldallancok meghatarozéak a konjugacioés folyamatok soran [42]. Az ilyen
konjugacios technikak esetében a specialis tulajdonsaggal, mint pl: fluoreszcenciaval
rendelkez6 kis molekula kovalensen kotédik egy fehérjéhez, DNS-hez vagy mas
biomolekulahoz [43]. A fehérjéken altalaban harom funkcids csoportot: amino- (-NH,), tiol-
(-SH), ¢és szénhidratcsoportot hasznalnak a kovalens modositasokhoz [44]. A
legkozkedveltebb reaktiv csoport az amino csoport, mert ezek nagy mennyiségben vannak
jelen az antitestek felszinén. A fehérjét alkotd aminosavak 10%-at kitevé lizin, arginin és
hisztidin az a harom f6 aminosav, ami amin oldallancokat tartalmaz, és kozilik a lizin ¢-
amino csoportja modosithatd. A legszélesebb korben alkalmazott konjugacios moédszer az
amino csoportok konjugacioja N-hidroxi-szukcinimid-észterrel, mely stabil karboxamid
kotést eredményez. Maga az egész folyamat nagyfokil pH fliggést mutat, hiszen a reakciora
csak a semleges, szabad bazis képes. Ezért a lizin maradékok moédositasara az optimalis pH:
8,5-9,5.

Az aminocsoportokon keresztiili konjugacios modszer mellett a szulfhidril csoport
célzott jelolése is kozkedvelt, a maleimiddel szembeni specificitdsa és magas
reakcidoképessége miatt. Mivel a legtobb tiol csoport a ciszteinekben talalhato, mely diszulfid
hidakat alkot az antitestek nehéz lancai, illetve konny(i- és nehézlancai k6zott, az antitestek
normdl &llapotban nem tartalmaznak szabad tiol csoportokat Ezért jelolhetd csoportok
létrehozasa miatt a diszulfid hidak redukalasa sziikséges, amit a ditiotreitol (DTT) vagy 2-
merkaptoetilamin (MEA) hasznalataval érnek el. Ezt kovetden az antitestek tiolalt
fragmentjeihez tioészter kotéssel a maleimidek konnyedén kotddhetnek.

Ezen modszerek mellett szintén alkalmazzak konjugacios folyamatokhoz az antitestek
Fc részén elhelyezkedd szénhidrat csoportokat. Ezek a csoportok normal esetben nem
elérhetéek a festékek szamara. Ezért olyan vegyszereket, mint pl.: natrium-perjodatot
(NalO,), hasznalnak, amelyek redukaljak a cukor maradékok hidroxil csoportjait. Ezt

kovetden a hidrazidot, vagy hidroxilamint tartalmaz6 reagensek kovalensen kapcsolodhatnak
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az antitesthez [42], [45], [46]. Bar a jelolt funkcios csoport antigénkotd helytél valdo nagyobb
tdvolsdga miatt a szénhidrat csoport jelolésének kellene a legkisebb hatast gyakorolnia az
antitest affinitasara, a kisérleti eredmények szerint mégis az ilyen modon jelolt antitestek
epitop iranti Kg-je a legnagyobb [47]. Ennek valoszinii oka az, hogy a szénhidratcsoportok
szlikségesek az antigénhez val6 kotddéshez [48]. Ezért az amino csoportokkal torténd reakcio
a legjobban preferalt konjugacios modszer az egyszeri kivitelezhet6ség, a gyorsabb
reakciokinetika, az olcsdsag és a magas festék-antitest konjugatum kihozatal miatt [47], [49].

Az idedlis jelolési reakcid soran az antitesteknek meg kell Orizni az aktivitdsukat és a
jelolési specificitasukat. Sajnos a gyakorlatban nincs olyan konjugaciés folyamat, ami soran
ez maradéktalanul teljesiilne, és kompromisszumot kell kotni a jelolé molekula kimutatdsanak
maximalizalasa és az ellenanyag affinitasanak megérzése kozott [50]. Az antitest jelolése
megvaltoztathatja az antigén kotd karakterisztikajat, illetve extrém esetben teljesen
inaktivalhatja az antitestet [51].

Az antitesteken 1év0 fluoreszcens festékmolekuldk atlagos szamat a jeldlési arany (DOL
= Degree Of Labeling) vagy mas néven a F/P (fluorofor/protein) értéke mutatja meg. Ezeket
az értékeket a fluoreszcens mérések kvantitativ kiértékeléséhez gyakran sziikséges megadni.
Mivel az F/P értékét egy antitest torzsoldatra szoktak meghatarozni, ez megtéveszto lehet,
mert az antitest torzsoldatban 1évé egyes antitestek tobb, mig masok kevesebb konjugalt
festékkel rendelkeznek. Tehat a konjugacios eljardsok soran keletkezd jeldlt antitest
populécidban az egyes antitestek eltérd festékmolekula szammal rendelkeznek, melynek

eloszlasat Poisson eloszlassal jellemezhetjiik:

DC)Lk e(_DOL)

P(=—

(17)

ahol a DOL az antitest térzsoldat atlagos jel6lési aranya, P(k) a k darab fluoroforral konjugalt
antitest el6fordulasi valosziniisége [51]. A Poisson eloszlas akkor alkalmazhaté a P(K)
leirasara, ha a varhatd értéket (DOL, ami a Poisson eloszlas A paramétere) n-p szorzattal eld
lehet allitani, ahol a konjugacios reakciok szempontjabol n a jeldlhetd aminocsoportok szama,
érvényessége azt feltételezi, hogy az antitesten levo nagyszamu jelolhetd csoport mindegyike
ugyanolyan valosziniiséggel jelolhetd, hogy az egy antitesten bekovetkezd egyes konjugécios
reakciok nem befolyasoljdk egymast. Mivel a fenti feltételek koziil egyik sem érvényes

tokéletesen a jelolési reakciora, ezért a fenti egyenlet csak kozelitésnek foghatd fel. Ennek
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ellenére mégis gyakran alkalmazzak kvantitativ elemzésekben a tokéletesebb leirds hianya

miatt [51]-[54].

1.4. Az antitest jelolés hatasa a fluoroforokra

Annak ellenére, hogy a fluoreszcens jel6lést napjainkban széles korben alkalmazzak
magas detektalasi hatékonysaga miatt, mégis vannak korlatai [55]. A fluoreszcencia dnkioltast
ugyanazzal a fluoroforral tobbszorosen jelolt biomolekulak esetében irtdk le, mely soran a
jelolt molekula fényessége nem aranyos a jelolés mértékével. Ezt a fluoroforok csoportokba
rendezddésének tulajdonitjdk, ami a jelolés soran a biomolekuldhoz k6t6dd aggregatumként
jelentkezik. Az aggregatumok képzédése a legtobb aromas m-konjugalt szénhidrogén
fluoreszcencia kioltasanak fontos oka [56]. Ezt a problémat legtobbszor a fluoreszcein és a
rodamin festékek estében figyelték meg, de jelen van egyéb festékek esetében is. Ez az eset a
gerjesztési €s emisszios spektrumok vizsgdlatdval megérthetd. Bizonyos fluoroforok esetében
az abszorpciods és emisszids spektrumok kozott kicsi a Stokes-féle eltolodas, igy amikor egy
fehérjéhez tobb festékmolekula kotddik, energiatranszfer jatszodhat le kozottik, ha a
tavolsaguk a Forster tdvolsagon beliil van. A nagymértékii Stokes-féle eltolddas minimalizalja
a homotranszfer jelenlétét [1]. A homo-FRET akkor vezet fluoreszcencia kioltashoz, ha az
energiatranszfer nem fluoreszcens fluoroforok felé zajlik. Emellett szamos mas tényezé is
szerepet jatszik a fluoreszcencia intenzitds csokkenésében thljelolés esetén, mint pl. festék
molekulak dimerizacidja és festék monomerek kozotti litkozeéses kioltas.

A kioltds mechanizmusa lehet statikus és dinamikus. A két tipus abban kiilonbozik
egymastol, hogy a fluoreszcencia intenzitds csokkenése a fluoreszcencia élettartam
rovidiilésével jar-e. Dinamikus vagy iitkdzési kioltas esetében a fluorofor a gerjesztett
allapotaban titkozik a kioltoval. Mivel ilyenkor egy ujabb relaxacios folyamat jelenik meg, a
folyamat a fluoreszcencia élettartam rovidiilésével jar. Ezzel szemben a statikus kioltas esetén
a kiolté mar a fluorofor alapallapotaban komplexet alkot vele, és a kialakult komplex elveszti
fluoreszcens tulajdonsagat. A teljes fluorofér populdcioban mérhetd kioltds mértékét a
fluorofor és a kioltd disszocidcios egyensulya befolyasolja. Mivel ebben az esetben a
kioltéval komplexet nem képezd fluoroforok ,érintetlenek” és csak Ok feleldsek a
fluoreszcencia megmarad6 részéért, a statikus kioltds nem jar a fluoreszcencia élettartam

csokkenésével [57], [58].
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A festékek ezen tulajdonsdga azonban nem mindig hatranyos, sikeresen hasznaljak
membranfizio, protein dimerek kialakulasanak, illetve kiilonb6zé proteazok és nukleazok

aktivitasanak mérésére, illetve fehérjeszerkezet vizsgalatokra [59].

1.5. Tovabbi fluoreszcens jelolési modszerek

1.5.1. Fluoreszcens proteinek

A célmolekula fluoreszcens jelzomolekulaval torténd rekombinéans fuzidja lehetdveé tette
a biologiai folyamatok idObeni kdvetését nem invaziv modon a kilonbozd sejt
kompartmentekben. A fluoreszcens proteinek (FP) alkalmazasa ¢é16 sejtek, illetve egy teljes
allat vizsgalata esetén nagyon elényds, mert a FP-k olyan genetikai jel6l6 molekulak, melyek
a transzgénikus sejtben vagy allatban kifejezddnek, és képesek lathatova tenni az altalunk
vizsgélni kivant molekulat barmilyen kiils6 agens, fixalas vagy permeabilizacié nélkiil,
melyek az immunfluoreszcens jelolés esetében elengedhetetlen eszkozok. Az FP génjét
fuzionaltatjuk a célfehérje génjével, aminek koszonhet6en 1:1 aranyban fejezdik ki a
célmolekulaval, ennek koOszonhet6en idealis a kvantitativ képalkotashoz. A fluoreszcens
fehérjéket széles korben alkalmazzak a kdvetkezoO tulajdonsagaik miatt: 1.) nem toxikusak az
¢lo sejtekre, és kifejezddésiik nagyon hatékony; 2.) az utobbi iddben rendkiviil sokféle
szinben valtak elérhetdveé, igy egyszerre tobbféle célfehérjét lehet egymastol fliggetleniil
megjeldlni; 3.) fiziologias koriilmények kozott hosszan fotostabilak maradnak; 4.) altalaban
nem vagy csekély mértékben modositjdk a jelolt fehérje funkciojat. A szerves fluoroférokhoz
hasonloan ma mar széles korben valaszthatunk kiilonbozd fluoreszcens fehérjékbdl, melyek a
lathato spektrum teljes palettajat lefedik. A leggyakrabban alkalmazott fluoreszcens proteinek
a z6ld fluoreszcens proteinek (GFP) és azok szarmazékai [60]-[63]. Az eredeti zold
fluoreszcens fehérjét a korai 1960-as években fedezték fel az Aequorea victoria medtza
biolumineszcens folyamatait vizsgalva, amibdl az aequorin kék fényt emittalo fehérjét, illetve
a GFP-t izolaltak. Az aequorin és a GFP az A. victoria vilagito szerveként egyiittmiikodnek,
hogy a Ca** indukalt lumineszcens jelet atalakitsék a fajra jellemz6 zold lumineszcens jellé. A
medizabodl szarmazé vad tipust GFP-t alkalmazzak kék (BFP) és sarga (YFP) fluoreszcens
proteinek eldallitdsara mutagenezissel. A z6ld fluoreszcens proteinnek azonban mégis vannak

korlatai. Ugy talaltdk, hogy érzékeny a pH-ra és a klorid ionra, 37 °C-on kisebb az
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expresszidja és a fotostabilitasa a bioldgiai mikroszkopia koriilményei kozott nem kielégitd. A
GFP mutacidinak eredményeképpen a fehérjék elényosebb tulajdonsagokra tettek szert,
fényesebbek és fotostabilabbak lettek, magasabb kvantumhatékonysaggal és molaris
abszorbcids koefficienssel rendelkeznek és a spektrumukat (sziniiket) is sikeriilt a lathatod
tartomany kiilonbozé részeire kiterjeszteni. Ilyen GFP varians példaul az EGFP (enhanced
GFP), amely megndvekedett stabilitassal és fényességgel rendelkezik. Az igy létrehozott, az
eredeti GFP-b6él szarmazdé FP varidnsok kiilonb6z6 homodimerizacios hajlammal
rendelkeznek. Ez a tulajdonsag nagyon hatranyos lehet akkor, ha a célfehérje klaszterizaciojat
kivanjuk tanulmédnyozni. Leginkabb a YFP (yellow fluorescent protein) érintett, de kisebb
mértékben a tobbi varidns is. Mivel ez a tendencia az A206K mutaciéval nagyrészt
kikiiszobdlhetd, manapsag elsdsorban ilyen varidnsokat alkalmaznak, amit a fehérje neve elé
tett ,,m” betlivel jeleznek (pl. mYFP).

Tovabbi kutatasok eredménye, hogy mas fajokbol (korallok, rakok, landzsahalak) (jabb
fluoreszcens fehérjéket izolaltak, melyek mas spektralis tartomanyokat fednek le, mint pl. a
narancs, piros, és tavoli-voros régiokat [62], [64]. A korallokbdl szarmazd fehérjék
felfedezése nem csak azért nagyszerli, mert tobb szin elérhetd €s igy tobb molekula egyszerre
torténd jelolését biztositja, hanem azért is, mert hosszabb hulldmhosszon a fényszorodas, a
hattér elnyelése és fény kibocsatasa jelentésen csokken. Igy lehetévé valik tobbsejti
organizmusok mélyebb rétegeiben torténd képalkotds kisebb mértékii torzitdssal és jobb
kontraszttal [65]. A modern vords fluoreszcens fehérjéket (RFP), melyek emisszios
maximuma akar 600 nm folott is lehet, 6t f6 csoportba soroljuk: 1-2.) hagyomanyos és
hasitott (az eredeti fluoreszcens fehérje fragmentjeibdl felépiild, j rekombinans, Kisebb
méretii fluoreszcens fehérje) narancs, piros és tavoli voros FP-k; 3.) nagy Stokes-féle
eltolodassal rendelkez6 RFP-k; 4.) fluoreszcens id6zit6; és 5.) fotoaktivalhatdé FP-k. A
fluoreszcens 1d6zitd fehérjék esetében szinvaltozas kovetkezik be a kromofér kémiai
atalakuldsa miatt. A fluoreszcencia-atmenet kiszamithato idobeli lefolyasa lehetdvé teszi a tér-
¢és 1ddbeli molekularis események elemzését a két szin fluoreszcencia intenzitdsanak aranya
alapjan.  Ezzel szemben a fotoaktivalhatd vords fluoreszcens proteinek (PA-RFP,
photoactivatable RFP) megvaltoztatjdk a tulajdonsagaikat bizonyos hullamhosszisagu
besugarzasok hatasara [60], [66].
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1.5.2. Fehérjéhez kapcsolt rovid szekvencia jelolése kémiai specificitas

alapjan

Annak ellenére, hogy a fluoreszcens fehérjék tovabbra is egyediilalld eszkézt nytjtanak
az ¢lo sejtek vizsgalatara, alkalmazasuk mégis korlatozott elég nagy méretiik miatt, ami a
fehérje interakciok novekvd és egyre kifinomultabb dinamikus mérései soran hatranyt jelent.
A kémiai jelolés felfedezésével egy €16 sejtekben kivitelezhetd, kémiai probakkal torténd
alternativ fehérje jelolési modszert kaptunk. A kémiai jel6lés soran a célfehérjét nem egy
fluoroforral, hanem egy polipeptiddel jelolik meg, amit ezt kovetden szerves fluoroforral
modositanak. Erre egy olyan fuzids plazmidot hasznalnak, mely kodolja a célfehérjét és a
kémiai jelolét egyarant, majd a megfeleld sejteket transzfektaljak. Ezt kovetden szerves
fluoroférokkal inkubaljak ¢ket, igy a fluorofoér bejuthat a sejtbe, és kotddhet a kémiai
jelzéshez. A folyamat eredményeként a genetikai kodoltsagnak kdszonhetden a fehérjejelolés
megtartja specificitasat, de sokkal kisebb méretli és er6sebb kémiai jelolést tesz lehetové
magasabb foton kihozatal mellett [67]. 1998-ban Tsien és a munkatarsai kimutattak, hogy ez a
modszer megvalosithatd egy linearis tetracisztein aminosav-szekvencia (Cys-Cys-X-X-Cys-
Cys) két arzénatommal moédositott fluoreszcein molekulaval (FIAsH, fluorescein arsenical
hairpin binder) torténé jelolésével. A masik leggyakrabban alkalmazott kémiai jel6lé a
ReAsH (resorufin arsenical hairpin binder). A FIAsH-t és a ReAsh-t etanditiollal (EDT) nem
fluoreszcens komplexként alkalmazzak, viszont amikor a tetracisztein motivum négy tioljahoz
kotddnek, fluoreszcenssé valnak. Ha a CCXXCC szekvencia a fehérje N- vagy C-terminalis
részén helyezkedik el, akkor a kémiai jelolok lehetdvé teszik a fehérje szubcellularis
lokalizacidjanak meghatarozasat fluoreszcens mikroszkop segitségével [68], [69]. Bar a
jelolési reakeid kozlését nagy lelkesedéssel fogadta a tudomanyos kozdsség, az utdbbi idében
elég kevés alkalmazasat kozolték, aminek valoszinli oka a gyenge jelolési hatékonysag, a

toxicitas és a kovetkezményes alacsony reprodukalhatosag.
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linearis tetracisztein motivum fluoreszcens komplex

2. abra: Fluoreszcens komplex kialakulasa két arzén atomot tartalmazo
fluorofor illetve a vizsgalando fehérje kozott [68].

1.5.3. Fehérjéhez kapcsolt szekvenciak enzimatikus jelolése

Az el6z6 pontban ismertetett jelolési modszer korlatai miatt egy olyan j modszert
alkottak a célfehérjék kovalens jelolésére, melyben egy kis organikus molekulat alkalmaznak
célfehérjéhez fuzionalt szekvencia (,,tag”) megjelolésére. Ez a technologia kombindlja a
genetikailag jelolt fehérje eldnyeit a szintetikus szerves molekuldk sokoldalisagéval. A
modszer a célfehérje poszttranszlacios modositasan alapszik. A célfehérjét fuzionaltatjak egy,
az ACP-bdl (acyl carrier protein) szarmazo6 rovid szekvenciaval (,,ACP-tag”). A kifejezett
fuzios fehérjét fluoreszcens molekuldval jeldlik oly moédon, hogy a szerves fluorofor koenzim
A-val alkotott komplexérdl a fluorofort a foszfopantetein transzferdz (PPTaz) aktivitassal
rendelkezd ACP szintdz a fzids fehérjében levé ACP szekvencidban levd szerinhez kapcsolja
[70]-[72]. Mivel a PPTaz enzim szamara szinte tetsz6leges fluoroforral modositott koenzim
A szubsztratként szolgalhat, a folyamat lehet6vé teszi az ACP fuzios fehérje specifikus
megjelolését sokféle szinli festékkel [71]. Maga a jelolési reakcid gyors és specifikus. Két
kiilonbozé szekvencia és PPTaz enzim kombinalasaval szekvencidlis jeldlés érhetd el
kiilonb6z6 fluoroforokkal ugyanazon mintdban. Ehhez a sejtben két fehérjét kell genetikailag
modositani, az egyiket a mar emlitett ACP szekvenciaval (ACP tag), a masikat egy un. MCP
tag-gel, ami az el6z6tdl két aminosavban kiilonbozik. Ezt kovetden a sejteket az elsd festék
koenzim A-val alkotott komplexével és az ACP szintaz enzimmel inkubaljak. Mivel az ACP
szintdz az MCP tag-et nem képes megjelolni, igy az elsd festékkel csak az ACP tag keriil
megjelolésre. Ezt kovetden a sejteket a masodik fluorofor koenzim A-val alkotott

komplexével és az SFP szintazzal inkubaljak. Bar az SFP szintaz mind az ACP, mind az MCP
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tag-et képes jelolni, az el6z6 reakcidban az ACP szekvencidkat mar megjeldltiik, ezért a
masodik fluoroforral csak az MCP tag jelolédik [70], [73]. Mivel a PPTaz aktivitassal
rendelkez0 enzimet a kisérlet soran kiviilrdl adjuk a sejtekhez, az eljaras csak sejtfelszini
fehérjék extracellularis doménjének modositasara alkalmas. Ennek ellenére elmondhato, hogy
ez a jelolési modszer a sejtfelszini fehérjék vizsgalatdnak fontos eszkozévé valt, és jol

alkalmazhat6 a fluoreszcencias képalkotasban.

1.5.4. Onjeldlésre képes protein domének

Ebben a jelolési technikaban egy olyan fehérje domént fuzionaltatnak a célfehérjével,
amely egy megfeleléen modositott fluoroforral Gnmagat képes megjeldlni. Igy, szemben az
el6z0 fejezetben ismertetett modszerrel, kiils6 enzimet nem kell a jeldlési reakcid soran
alkalmazni. Ezért nemcsak sejtfelszini, hanem intracellularis jeldlésre is alkalmazhatd. Az
eljaras specificitdsa és biokompatibilitdsa miatt a bioortogonalis kémiai jeldlések kozé
tartozik. Ezen a teriileten a legszélesebb korben alkalmazott kémiai jelolés a SNAP-jelzés,
mas néven SNAP-tag. A SNAP-tag a human O6-alkilguanin-DNS-alkiltranszferaz (hAGT),
egy 20 kDa-os fehérje modositott valtozata, ami katalizalja az O6-alkilguanin kapcsolodasat a
fehérjén 1évo ciszteinhez [74], [75]. Olyan mutans AGT-t hoztak 1étre, amik fluoroforral jelolt
szubsztrat szarmazékokat képesek befogadni. Ezek a mutansok alacsony DNS affinitassal
rendelkeznek, és a sejtfelszini koriilményekhez hasonld oxidald kornyezetben is stabilak
maradnak. A mai napig kiilonféle extracellularis és intracellularis SNAP-tag-fiizios fehérjéket
allitanak eld, és ezeket alkalmazzdk szuperfelbontdsu képalkotdsban és egyedi részecske
kovetésben [76]. Tovabba egy masik AGT varians, melynek elve ugyanaz, mint az elébbinek,
benzil-citozint ismer fel szubsztratként, melyet CLIP-jelzésnek vagy CLIP-tag-nek neveznek
[77].
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Vizsgélt fehérje
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3. abra: A SNAP- és CLIP-tag mechanimusa. A SNAP- vagy CLIP tag
fuzional a vizsgaland6 fehérjével, majd 6njelol6 mechanizmusa folyaman
guanin vagy citozin szabadul fel (https://international.neb.com/ )

Elmondhat6 az, hogy a SNAP- és CLIP jeldléseket egyszerre is lehet alkalmazni, igy
lehetéveé valik egy sejten beliil két kiilonbozd fehérje két kiillonbozd fluorofdrral torténd
egyidejii vizsgalata [75]. A modszer fehérje-fehérje interakciok, illetve fehérjék
konformaciovaltozasanak vizsgalatat, illetve bizonyos anyagok jelenlétének kimutatasat is
lehetové tesz FRET, illetve FRET-alapu bioszenzorok segitségével [78], [79]. Példaul fehérje-
alapu bioszenzorok esetében a szenzor SNAP-tag, CLIP-tag, és egy kotéfehérje harmasabol
allo fazios fehérje. A CLIP-jel6léshez egy szintetikus fluorofor kotédik, mig a SNAP-hez egy
masik fluorofor és a kotéfehérje ligandja kapcsolodik. A természetes ligand hidnyaban az
intramolekularis ligand kotddik a kotéfehérjéhez, igy a bioszenzort zart allapotban tartja,
melynek kovetkeztében magas FRET hatékonysagot detektalhatunk. Természetes ligand
jelenlétében az intramolekularis ligand nem kotédik, a bioszenzor nyilt allapotba keriil, a
donor és akceptor molekula kozotti tavolsag nd, melynek kovetkeztében csokkend FRET

hatékonysagot mérhetiink [78].

emisszid emisszid

% gerjesztés (o § gerjesztés
m o x g

4. abra: Fehérje alapu bioszenzorok. FRET jelenléte a szenzor nyitott és
zart allapotaban [78].
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1.5.5. Klikk kémia (click chemistry)

Fehérjék fluoreszcens jelzését altalaban kétféleképpen szoktak végezni. Vagy tisztitott
fehérjét (pl. monoklonalis antitestet) jelolnek meg fluoreszcensen in vitro, majd a
fluoreszcensen konjugalt fehérjét adjak a sejtekhez, vagy a sejtek fehérjéit aspecifikusan
jelolik meg in situ. A két eljarasban k6zos a kémiai jelolés aspecificitasa. Felmeriilt az igény
olyan magas kihozatallal és specificitassal rendelkez6 jelolési eljarasra, amely €16 sejtekben is
leirasara a klikk kémia kifejezést elészor Sharpless és munkatarsai hasznaltak 2001-ben [80].
Ezek a reakciok fiziologias koriilmények kozott torténnek, €s irreverzibilis kotések alakulnak
Ki. Jelentds elonyiik mas eljarasokkal szemben, hogy a mddositas soran a fehérjébe beépiilé
jelolé molekula tomege kevesebb, mint 100 Dalton. Osszehasonlitasképpen a fluoreszcens
fehérjék molekulatomege kb. 25 kDa, a SNAP-tagé kb. 20 kDa, az ACP tagé kb. 8 kDa.
Széles korben alkalmazzak biomolekulak, mint pl. DNS, lipidek, fehérjék, kiilonb6zo
vegyiiletekkel torténé modositasara. A klikk kémiai reakciok kozott, a réz (I)-katalizalt azid-
alkin  1,3-bipolaris cikloaddiciés (CuAAC) reakciot az élettudomanyok teriiletén
bioortogonalis reakciokban hasznaljak [81], [82]. Ennek soran a jelélendd biomolekulat alkin
csoporttal jelolik, majd a fluoreszcens jeldlést Cu(I) katalizator jelenlétében végzik a fluorofor
azid szarmazékaval. A reakcio a funkcios csoportok felcserélésével is lejatszodhat, tehat
aziddal jeldlt biomolekulat meg lehet jeldlni a fluorofor alkin csoporttal jelolt valtozataval. A
kémiailag modositott fluorofor kereskedelmi forgalomban kaphat6, a problémat a jelolendd
biomolekula alkin vagy azid csoporttal val6 mddositasa jelenti. Ezt legtobbszor aziddal vagy
alkinnal modositott monomerekkel (aminosav, nukleotid, cukor) érik el, amiket a sejt beépit a
biomolekulakba [83]. A folyamatot metabolikus beépiilésnek (metabolic incorporation)
nevezik.

Mivel a fenti reakciotipus jelentds probléméja a réz okozta toxicitds, Bertozzi és
munkatarsai kidolgoztak a [3+2] azid-alkin cikloaddicios (SPAAC) reakciot, amely egy uj
tipusu, rézmentes klikk kémia alkalmazasat teszi lehet6vé. Beszamoltak arr6l, hogy a
ciklooktin (OCT) fiziologias koriilmények kozott aziddal reagal réz katalizis nélkiil [84], [85].
Mivel az OCT-t hasznal6 SPAAC reakcié hatranya a hosszi reakci6id6, a probléma
megoldasara modositott OCT-ket allitottak eld. A rézmentes klikk kémia modositott OCT-k
alkalmazasaval gyorsabb és kisebb citotoxicitassal rendelkezik. Egy masik munkaban

sikeresen kifejlesztettek egy inverz elektron fiiggdé Diels-Alder iIEDDA) reakciot, amely s-
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crer

rézmentes klikk kémiat eredményez, mint a SPAAC [86]. Ezeknek a modszereknek a

biologiai alkalmazasa felettébb elényds lehet a bioldgiai kutatdsok, kiilondsen a képalkotas

teriletén.
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5. abra: Kiilonbozd klikk reakciok séméja. A: CuAAC reakcid aziddal és
linearis alkinnal, B: SPAAC reakcio aziddal és ciklooktinnal, C: iEDDA
reakci6 s-tetrazin-nal és TCO-val [87].
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2. Problémafelvetés

Mikroszkoépos mérések soran a jobb jel-zaj ardny érdekében gyakran megnovelt
gerjesztd intenzitast alkalmazunk, hogy fényesebb képeket kaphassunk. A fényes képek
elényei kozé tartozik, hogy a hattért6l jol megkiilonboztethetéek a jelolt komponensek, de
ennek ellenére nem mindig adnak értékelheté eredményt. A képalkotas azon altalanos
feltételezéseken alapul, hogy a fluoreszcens jel elhelyezkedése megegyezik a jelolt molekula
biologiai rendeltetésének megfeleld helyével, illetve intenzitasa aranyos a kisérlet soran
a szaturacio jelensége miatt ezek a feltételezések gyakran nem teljesiilnek.

A szaturéci6 forrasai kiilonbozéek lehetnek. 1.) Bioldgiai szaturacid: ez a jelenség, ami
fehérjék fokozott kifejezddésekor 1ép fel. Az extrém fehérje kifejez0désnek koszonhetden a
transzfektalt sejt fehérjeszintetizald €s szortirozd6 mechanizmusai telitddnek, ezért fehérje-
aggregatumok, modosult sejtalkotok jelennek meg a mikroszkopos felvételeken, és a
transzfektalt fehérjék nem a fiziologias helyzetnek megfeleld helyen talalhatoak (http://zeiss-

campus.magnet.fsu.edu) 2.) Detektor szaturacid: ebben az esetben a detektor fesziiltségét,

vagy a gerjeszté fény intenzitasat noveljiik tulsdgosan. A detektdldsi hatar folé esd
fluoreszcencia intenzitdsok nem megkiilonboztethetoek egymastol. 3.) Fluorofor szaturacio:
ilyenkor a legtobb fluorofor gerjesztett allapotban van. A magas intenzitasu gerjesztd fénynek
koszonhetden a fluoroforok relaxaciojukat kovetden azonnal Gjragerjesztédnek. 4.) Antitestek
tuljelolése: a jelolési arany novelésével a jelolésre haszndlt antitestek tobb fluoreszcens
molekulat tartalmaznak. Kozvetett bizonyitékok arra utalnak, hogy a festék

kvantumhatékonysaga és az antitest affinitasa csokken a jelolési arany novekedésével.
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3. Célkitiizés

A problémafelvetés elsé két pontjaban emlitett szaturacid forras konnyen felismerhetd,
lathato problémat okoz, melyek kezelése, illetve korrekcidja egyszertien lehetséges. Azonban
az utdbbi két esetben ezek a problémak rejtve maradnak, mivel szamitdsainkat azzal a
feltételezéssel hajtjuk végre, hogy szaturacios jelenségek nincsenek, ezért méréseink
kiértékelése soran téves kovetkeztetéseket vonhatunk le. Dolgozatomban éppen ezért az
antitestek tuljelolésének problémajaval, illetve a fluorofor szaturacid hetero-FRET-re

gyakorolt negativ hatasaval fogok foglalkozni.

Az antitestek fluoreszcens festékekkel torténd jelolése esetében szerettiik volna
meghatarozni:
a) kiilonbozo jelolési aranyu antitestek affinitasat,
b) a sejthez kotott antitestfrakcid jelolési aranyat,
C) ajelolési arany hatasat a festékek fluoreszcencia élettartamara,
d) egyedi antitest molekulak fluoreszcencia intenzitas eloszlasat a torzsoldatban és a

kotodott antitest frakcioban.

Fluorofor szaturacids vizsgalatok soran céljaink a kdvetkezok voltak:
a) a megvilagitdo fény intenzitasa milyen modon befolyasolja a hagyomanyos képlettel
szamolt FRET értékeket.
b) Amennyiben befolyasolja, olyan képletet szerettiink volna meghatarozni, ami a

fluorofor szaturaciot €s FRET frusztraciot figyelembe veszi.
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4. Elmélet

A fejezetben bemutatasra kerlilnek a disszertaciomban alkalmazott matematikai
Osszefiiggések és modellrendszerek, melyek mar az irodalombol ismertek (4.1. fejezet), illetve
azok is, melyek az 0j eredmények érdekében lettek kidolgozva (4.1.2. fejezet 25. egyenlete és
4.2. fejezet).

4.1. Fluorofor konjugécids €s antitest affinitdssal kapcsolatos vizsgalatok

4.1.1. Antitestek jelolési aranyanak meghatarozésa spektrofotométerrel

A jelolt térzsoldatok abszorbancidjat két hullamhosszon mértiik, amelyek megfelelnek a
festék abszorpcidos maximumanak ¢és az abszorbedld aminosavak abszorpcidjanak az UV-

tartomanyban (280 nm):

A(j‘dVE) - Adye (ldye ) = Egye CayeM L (18)

A(280)= Ay, (280)+A,, (280)= 6 Cioom L+ Ay (Aye ) CF (19)
ahol, az A az optikai denzitasa az alsé indexben megjelolt molekulanak a zardjelben mért
hulldmhosszon. gg¢c az antitest moléris abszorpcids koefficiense 280 nm-en, még az sy a
festék molaris abszorpcios koefficiense a festék abszorpciés maximuman. Cypem €S Cigom @
festék illetve az antitest molaris koncentracidja, az L a centiméterben mért optikai uthossz, és
a CF egy korrekcios faktor, ami a festék 280 nm-en mért optikai denzitdsat viszonyitja annak
abszorpciés maximuman torténd abszorpcidjahoz. A korrekcios faktorok a gyartok altal
elérhetdek, illetve meghatarozhatoak a szabad festék abszorpcids spektrumabodl. Ha a festék
optikai denzitasa nagyobb két OD egységnél annak abszorpcidos maximuman, akkor higitani
kell az antitest torzsoldatot, és szamitasba kell venni a higitasi faktort (DF). A 19. egyenlet

atrendezésével az antitest koncentracioja megadhato:

_ A(280)- Ay, (A ) CF

gGM —

c DF (20)

€146 L

A jelolt torzsoldatban 1évo festékek molaris koncentracidja a kovetkezoképpen szamithato ki

a 18. egyenlet alapjan:
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A( ) DF

Cdye,M = (21)
Eqye L
A torzsoldat atlagos jelolési aranya a két molaris koncentracio aranyaval adhaté meg:
_ Cdye,M
DOL=—"% (22)
CIgG,M

Azért, hogy az antitest koncentraciot meghatarozhassuk az altaldnosan hasznalt mg/ml-es
koncentracioban, a molaris koncentraciot (Cigsm) Szorozni kell az 1gG mg-ban mért molaris

tomegével:

c =C o 1,5%10° mg/mél (23)

IgGmg/ml —

4.1.2. Kiilonboz6é jelolési ardnyu antitestek eloszldsa a sejthez kotott
frakcioban

Egy adott atlagos jel6lési arannyal rendelkez6 antitest torzsoldatban a kiilonb6zé
jelolési aranya antitest specieszek eloszldsa egy adott antitest populdcioban a Poisson
eloszlassal kozelithetd, melynek érvényességét €s érvényességének korlatait a diszkusszioban

részletesebben targyaljuk:

DOL* -DOL

f, =c e

o (24)
ahol az fy a k jelolési arannyal rendelkezé antitest specieszek koncentracidja, a DOL és a Cio
egy antitest torzsoldat atlagos jelolési aranya és koncentracioja. Az egyes K jel6lési aranyt,
kotott antitest specieszek koncentracioja a kovetkezd kotddési egyenletek felirasaval

meghatarozhato, feltéve hogy nincs jelen ligand deplécio, azaz f=fy tot.

o Thy=",s

0 “unbound

K fb = fl Sunbound
fb = f2 Sunbound (25)

K fb = fn Sunbound

fo, + fb, + fb, +..+ fb +5

unbound tot
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ahol a Kyo, Kg1, Kz, ... a jeloletlen illetve 1, 2, ... jelolési arannyal rendelkezdé antitest
specieszek disszociacios allanddja, az St €s az Sumound @ kOtOhely (epitop) teljes
koncentracidja, ill. az antitestet nem kotott epitop koncentracioja. Az fo, f1, fo... a jeloletlen,

illetve az 1, 2... jel6lési arannyal rendelkez6 antitestek koncentracioja, mig az fby, fby, fb,... a

cres

Ko O 0 -f, fb, 0
0 K, 0O .. 0 - fb, 0
0 K, .. 0 -, fb, _ 0 (26)
0 .. K, -, fb, 0
L 1 1 1 1 1 _ _Sunbound _ _Stot_
Melynek a megoldésa a kovetkezd:
[ fo, T[K, 0 0 .. 0 -£T70]
fb, 0 K, 0 .. 0 - 0
fb, _ 0 0 K, .. 0 - 0 27)
fb, 0 0 0 .. K, A 0
| Suwound | | L 1 1 .. 1 1] |Su]

Az antitest torzsoldat Osszes fluoreszcencia intenzitasat a kiilonb6z6 specieszek teljes
fluoreszcencia intenzitdsa adja:
legmagasabb DOL

Fszabad = Z fk k Qk (28)

k=1
ahol a Qx a fluoroféorok kvantumhatasfoka egy k szamu fluorofort kotott antitest esetében.

A kotott antitestfrakcid teljes fluoreszcencia intenzitdsa ezen alapelveket alkalmazva a

kovetkezOképpen hatarozhatdo meg.

legmagsabb DOL

For = D, M.kQ (29)

k=1
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A kotott antitestfrakcid atlag jelolési aranya a kovetkezd egyenlet szerint szamolhat6 ki.

legmagasabb DOL
fb, k
DOL,,, = — =2 (30)

kotstt —  legmagasabb DOL

fb,

k=0

4.1.3. Az antitest oldatok anizotropidjanak fliggése az egyes antitest

specieszek aranyatdl a szabad és a kotott frakcio esetében

Kiilonbozd jeldlési aranyu antitestek keverékének anizotrdpidja a benne 1évo kiilonb6zo

crer

Zm
}zz

r (31)

ahol az r; és a ¢ az egyes specieszek anizotropiaja, €s intenzitasa. A fenti egyenlet antitest

torzsoldatra torténd atalakitasakor a kovetkezot kapjuk:

legmagasabb DOL

fk k Qk rk
r = k=1 (32)

szabad —  legmagasabb DOL

f kQ,

k=1

ahol Qx egy Kk jelolési aranya antitesten jelenlévé festékek  fluoreszcens
kvantumhatékonysaga. A kotott antitest frakcid anizotropiaja a kovetkezd egyenlettel

hatérozhaté meg.

legmagasabb DOL
fb, k Q, T,
—_ k=1
Moo = legmagasabb DOL (33)

fo, k Q,

k=1
Kiilonbozo jelolési aranyu szabad (fi) és kotott (fby) antitest viszonylagos frakcidjat az el6z6
fejezetben bemutatott egyenletek adjak meg. A k szamu fluoroforbol allo klaszter

anizotropidja (ry) csokken a novekvd klasztermérettel a festékek kozott lejatszodd homo-
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FRET-nek koszonhetden. Ezt a jelenséget Runnels és Scarlata kozolt cikkiik 18. egyenletében
figyelembe vették [88]. Feltételezve azt, hogy a homo-FRET altal gerjesztett fluorofor

anizotropiaja nulla, a jelenséget a kovetkez6 formula irja le:

]
_ R _ 1+7FE

k 1 e_n
+
1+k(|:0j 1+nz E

(34)

ahol az ry és a 7 a fluorofér anizotropiaja, illetve fluoreszcencia élettartama FRET hianyaban,
az R a két fluorofor kozotti tavolsag, az E a homo-FRET hatékonyag, és az Rg a homo-FRET-
tel kolcsonhato festék Forster tavolsaga. A Perrin egyenletet alkalmazva az r; a
hataranizotropia (rp) fiiggvényében kifejezhetd, ¢és ez felhasznalhatd egy klaszter

anizotropidnak meghatarozasahoz.

6
Ry
1+ 2
_ 0 _ 0 (R _ 0 I+7E
n=r = L=, == (35)
0+t 0+11+k(R0j O+t l+ktE
R

ahol a @a rotaciods korrelacids ido.

4.2. Fluorofor szaturacios vizsgalatok

4.2.1. A donor szaturacio hatasa a latszolagos FRET hatékonysagra

Elészor vizsgaljuk meg a fluorofor szaturdcio jelenségét FRET hidnyaban. Egy
pillanatra feltételezziik, hogy egy fluoroférnak csak alap, illetve gerjesztett szingulett allapota
van. Egyenstlyban az alapallapotbol gerjesztddd fluoroférok szdma megegyezik az éppen
relaxalodd gerjesztett fluoroforok szamaval. Ezt az allapotot a kdvetkezé matrix egyenlet

foglalja ossze:
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by, 0
0 T'i 5
0 |=| &yo0p '_( *) (36)
7, |\ D
DaII
1 1

ahol a @p a donor-gerjeszt6 1ézer foton-fluxusa, ob és 7 a donor abszorpcids keresztmetszete
illetve fluoreszcencia élettartama. A D és D* az alap és gerjesztett allapotban 1évé donorok

crcr

megoldasat D és D*-ra a kdvetkezd egyenletek mutatjak.

D

— all

S | B —D—
1+o, 7, Dy I+o, 1, Dy

a1 0 7o Do

37)
A fluorofér szaturacié az a jelenség, amikor a gerjesztett fluoroférok fluoreszcencia
intenzitdsa nem egyenesen aranyos a megvilagitdo fény intenzitasaval. Ilyenkor a legtobb
fluorofor gerjesztett allapotban van. A fluorofor szaturdciot, azaz a gerjesztett allapotban levd
fluoroforok aranyat (Dsar) a kovetkez6 egyenlet segitségével lehet meghatarozni:

05 T D

D —-D'=D

= D 38
1+0_D TD ng all sat ( )

sat

A FRET legegyértelmiibb és legkdzvetlenebb kovetkezménye a donor kioltasa, pl.: akceptor
jelenlétében csokken a fluoreszcencia intenzitdsa. Vizsgaljuk meg a donor kioltasanak
mértékét abban az esetben, ha a szaturacid jelensége nem elhanyagolhato. Az egyetlen

donorra alkalmazott elvet hasznalva az egyenstlyi allapotot a kovetkez6 matrix egyenlet irja

le:
1
Do 0 0
TP (1-E)1p
0 1
o - 0
0 " (1-E)1, D
0 E 1 D’
=l 0 -— -0 = 39
0 1By, " 7 | A 39
Dall O E @DO-A _i A
Ay (l'E)TD Ta
1 1 0
0 0 1 1
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ahol E a FRET hatékonysag, oa €s za az akceptor abszorpcios keresztmetszete illetve

fluoreszcencia ¢lettartama. Az A és A* az alap, illetve gerjesztett allapotu akceptor

crer

megoldasaként a D* és A* a kovetkezOképpen adhatdé meg:

. Dy (1- E)O'D 75 Dy

D =
1+(1-E)oy 7 Dy
(40)
Tp Py | Ay Op P E %
A= 1+(1-E)0D 75 Dy
- 140, 7, D,

Ezek a képletek egyszertisithetdek a 38. egyenletben definidlt donor szaturacio segitségével:

D' = M
1-D, E o
A* = AAlI Agat + (1- Agat) Da” Dsat E Ta
(1- Dsat E)TD

Mivel a donor fluoreszcencia intenzitdsa ardnyos a gerjesztett allapotban 1évé donorok
intenzitasaval, ezért a donor kioltasbol szédmolt latszolagos FRET hatékonysdg a
kovetkezOképpen hatarozhatdé meg.

E (1- D, ) E

D*
Elatszélagos =1- *A = = (42)
D, 1+(1-E)op 15 @,  1-DyE

noA sat

*

ahola D) ésa D, a gerjesztett donorok koncentracidja akceptor jelenlétében és hidnyéaban,

no A
E az az elméleti FRET érték, ami akkor figyelheté meg, amikor a foton-fluxus megkozeliti a
nullat (ebben az esetben a donor szaturdcid elhanyagolhatd). Ez az egyenlet megjosolja a
latszolagos FRET hanyatlasat a donor szaturacid fliggvényében, melyet befolyasol az elméleti

FRET hatékonysag (6. abra).
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6. abra: Hagyomanyos képlettel szamolt FRET hatékonysag a foton-fluxus
fliggvényében kiilonb6zd elméleti FRET értékek esetén. A donorra jellemzd
fluoreszcencia ¢élettartam 4,1ns, molaris abszorpcids koefficiens 73000 M
cm™, ami megfelel az AlexaFluor488-as festéknek. Feltételeztiik, hogy a
fluorofér energiatranszferben vesz részt, melynek hatasfoka 0,1-0,5 kozott
van. A latszolagos FRET hatékonysagot a 42. egyenlet alapjan hataroztuk
meg triplet allapotot nem feltételezve. A szamolt eredményeinket a
végteleniil kicsi gerjesztési teljesitmény mellett mérhetd elméleti FRET
értekekre normalizaltuk.

Az 42. egyenlet egyértelmii lehetdséget nyujt a szdmolt, latszolagos FRET hatékonysag donor

szaturaciora torténd korrekciojara:

— Elétszc’)lagos
- (43)
1+ Dsat (Elétszélagos } 1)

4.2.2. A triplet allapot hatdsa a donor szaturaciotodl fiiggd latszolagos FRET

hatékonysagra

A legtobb fluorofor tiltott atmeneten keresztiil képes gerjesztett szingulett allapotbol
triplet allapotba jutni, ami jelentdsen befolyasolja a fluorofor szaturacio jelenségét. A
kovetkez6 matrix egyenlet egyensulyban irja le a donor SO S1 ¢és T1 allapotainak

populaciostiriségét FRET jelenléte nélkiil.
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-QSD Op __kISC kph
0 D
0 1 %
= @ o -— 0 S 44
o 7| P 1 (44)
Dall 0 kisc -kph '
1 1 1

ahol a kisc a tiltott atmenet sebességi allanddja. Anélkiil, hogy elvesztenénk a modelliink
altalanos érvényességét, azt feltételezziik, hogy a T1 allapotban 1évé fluoroforok csak
foszforeszencidval relaxalédnak, és igy keriilnek SO allapotba. fgy a kpn jeloli a triplet
allapotbdl torténd relaxaciok Osszesitett sebességi allandojat. A fenti egyenlet megoldasa a

kovetkezo:

Dy Koy
Koh +(kisc + kph)O'D 75 Py
_ D.
' Ko +(kisc +kph)0'D LN
Dai Kise 95 70 Do

1 Kon +(Kiee + Ko ) 05 75 P

ISC

S, =

kph op Tp Py

(45)

A donor altal kibocsatott maximalis fluoreszcencia intenzitast végteleniil nagy foton-fluxus

esetén a kovetkezo egyenlet adja meg.

Iim Da” kph O'D TD ¢D — kph Dall (46)
Poe| Ky, +(k- +kph)‘7D 7 Py Kiso + K

I1SC

Hasonldéan a 38. egyenlethez, a szaturalédott donorok hanyada triplet allapot fennallasa

esetében meghatdrozhato az alabbi képlettel:

Da kph op Tp Pp
ko (ke Tk )op 1o By (kg Tk, ) op 7o Dy

e Kon D - Ko +(kiSC +Kop ) o5 Tp Dp
kisc + I(ph

D (47)

Az el6z6 egyenlet tovabb egyszerisithetd a Dsy kifejezés hasznalataval:
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_ Dsat (k + I(ph)

ISC

D .=_a\®e /)
sat,T D k +kph

(48)

sat " isc

FRET lejatszodasa esetén a donor SO S1 és T1 allapotainak populaciosiiriségét egyensulyi

allapotban a kovetkezoképpen fejezhetjiik ki.

1+(E-1)k,.7
0 -Dy, 0 (E-1)kso ko
(1-E)7,
0 1 >
=| @ B ——— 0 S
0 b %o (1_ E)TD 1 (49)

DaII 0 k|sc kph l

1 1 1

Az S1—-S0 atmenet id6allanddja a kovetkezok alapjan meghatarozhato:

1
TDA ) kf + knf + kisc + kfret
N S
>k, +k, +k I w5 (1-E) (50)
E=1.1oa T 14 (E- Dkt
Tp
B 1
Tsiss0 — K, +k k.
Az 49. szamu egyenlet SO S1 ¢és T1-re torténd megoldasa az alabbiakban lathato:
So — kph Dall
(E-1)(Kee +Kpy )05 75 Dy -y
_ (E -1)kph D,, op 75 @y (51)
" (E-1) (ke HKyy ) o 7o P - Ky,
(E-1)ki, D, 05 70 Py

L (E-1)(Ke +Ky, )00 70 Py -k

ISC
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A 42. egyenlethez hasonldan fejezziik ki a triplet allapot figyelembe vételével a donor kioltas

alapjan szamolt latszélagos FRET hatasfokot:

E o -1 Sl,A E kph
latszélagos Sl,noA (E - 1)(k + kph )O-D Tp @D _kph

ISC

(52)

ahol az Sy és az S; no a az Sl allapot egyensulyi koncentracidja akceptor jelenlétében (51.
egyenlet), illetve annak jelenléte nélkiil (45. egyenlet). A donor szaturacid mértékét

meghatarozo 47. egyenletet alkalmazva az el6z6 formula jelentésen egyszerisithetd:

(1-Dyr )E

Elétszélagos = 1_ D E (53)

sat,T

crer

crer

a triplet allapot jelen van-e.

4.2.3. A fluorofor szaturacié és a latszolagos foton-fluxus meghatdrozasa

Mivel mobilis fluoroforok vizsgalata esetében a fotoelhalvanyitas elhanyagolhato, igy a
fluorofdr szaturdcié mérése ezen fluoroforok fluoreszcencia intenzitds mérésével lehetséges a
gerjeszté foton-fluxus fiiggvényében. Méréseink soran ugy talaltuk, hogy a foton-fluxus
linearisan valtozik a mikroszkopon valtoztathato szazalékos 1ézerintenzitassal (1. Eredmények
fejezet, 18. abra), igy a fluoreszcencia intenzitasokat normalizaltuk arra az intenzitas (Ij)
értekre, amit a legkisebb lézerteljesitmény mellett mértiink, és a kovetkezd egyenlet

segitségével hataroztuk meg:

otd,
 ~—L
l+o1® -
ot knorm:1+ k-1 (54)
0Tk ® ’ 1+kot @,
“ l+otkd,

ahol k jeloli, hogy Ix mérése esetében a Ilézerintenzitds hanyszor volt nagyobb a
legalacsonyabb gerjesztési intenzitashoz képest, a @, mutatja az 1I; méréséhez hasznalt foton-

fluxust. Hogyha az 54. egyenletet a normalizalt, mért intenzitasokra illesztjiik, akkor ezzel a
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@, meghatarozhat6. @, viszonylag konnyen meghatarozhato a 1ézerteljesitmény mérésével, az
egyes fotonok energidjanak ¢és a pontkiterjedési fliggvény figyelembevételével. A
pontkiterjedési fliggvény egy pontszerli objektumnak a leképezé rendszer altal 1étrehozott
képe. A kovetkezd okok miatt mégis gy dontottiink, hogy az illesztett értékeket hasznaljuk a
@, meghatarozasara a kovetkez6 okok miatt: (i) egy objektiv pontKiterjedési fliggvénye
gyakran ismeretlen; (i1) korrigalni szerettiink volna a triplet allapottal, mely befolyasolja az
S1 allapotban 1év6 szaturalodott molekulak hanyadat az alabbiak szerint.

A foton-fluxus egy valtozo a kovetkezd részben bemutatott egyenletekben, melyeket az
intenzitas alapi FRET hatékonysag kisérleti meghatdrozdsdhoz hasznalunk. Az egyenletek
levezetéséhez hasznalt modell nem tartalmazza a triplet allapotot, mivel az S1—-T1 és T1—>S0
atmenet sebességi allandoja jellemzden nem ismert, és egy olyan mddszert szerettiink volna
alkotni, ami ezen allandok meghatarozasa nélkiil is alkalmazhato. Az 54. egyenlet a foton-
fluxus meghatarozasara szintén mell6zi a triplet allapotot. Mivel ez az egyenlet a
fluoreszcencia szaturalodott hanyada alapjan becslést ad a foton-fluxusrol, ez egy torzitott
becslést eredményez, mivel a szaturalt allapotban 1évo fluoroférokra hatassal van a triplet
allapot. Ezen hiba mértéke kiszamolhato azaltal, hogy figyelembe vessziik, hogy olyan
modellt alkalmaztunk, ami a triplet allapotot mell6zi (a 38. egyenlet szerint) egy olyan

fluorofor esetében, ami triplet allapotba kertilhet (1. 47. egyenlet).

(kisc+kph)af¢va|os ot d ke +k

latsz6lagos _ TMisc ph
= =Q,. . =—a@
latsz6lagos valds
Ko+ (Kie 7K ) 0 7 By 1+ 7D ko

latsz6lagos

(55)

ahol @, a valos foton-fluxus és @jussiag0s @ triplet allapotot figyelmen kiviil hagyé modell
alapjan becsiilt foton-fluxus. Helyettesitsiik be ezt a torzitottan becsiilt foton-fluxust abba az
egyenletbe, ahol a latszolagos FRET hatasfokot hataroztuk meg egy szintén triplet allapotot

mell6z6 modszerrel ( 42. egyenlet szerint):

E
Elétszélagos =
1+(1_ E)O-D Tp cDléltszc’Jlagos E — E kph (56)
_ kisc + kph sologes ( E- 1) ( kisc + kph )O-D 25 @real - kph
®Iétszélagos B K valés

ph

A FRET hatékonysagra a fenti egyenlet altal adott megoldas megegyezik azzal az egyenlettel,
ahol a triplet allapotot szamitasba vettiik (52. egyenlet). Mindez azt mutatja, hogy a triplet
allapot mellézése miatt torzitottan becsiilt foton-fluxus helyes FRET hatékonysaghoz vezet

egy olyan rendszerben, ahol valoban vannak triplet allapota fluoroforok. Ezért ezt a becsiilt,
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latszolagos foton-fluxust alkalmazzuk az intenzitas alapti FRET szamitasok soran a kovetkezd

fejezetekben.

4.2 4. Atvilagitasi faktorok és az o paraméter a szaturacio tekintetében

A fentiekben targyalt intenzitas alapu egyenletek megoldasa elott meg kell vizsgalni a
fluorofor szaturacid atvilagitasi faktorokra és a paraméterre gyakorolt hatasat. Az a értéke
kifejezi a donor csatornaban mért gerjesztett donorok detektalasi hatékonysaganak aranyat a

FRET csatorndban mért gerjesztett akceptor detektalasi hatékonysagahoz képest:

a= Qnflaz (57)
Qp o4
ahol a Qp és a Qa a donor, illetve akceptor fluoreszcencia kvantumhatasfoka, még a 7p a
donor fotonok detektalasi hatékonysaga az elsé (donor) csatornaban és 7a, az akceptor
detektaldsi hatékonysdga a masodik (FRET) csatorndban. Az a meghatarozasara szolgalo
kisérleti modszerek egyikének megfeleléen [89] a mintat egy adott epitdp elleni, donor-
konjugalt antitesttel jeldltiik. Ezen minta fluoreszcencia intenzitasa Mp. Egy masik mintdban
ugyanilyen sejteket ugyanezen antitest akceptor-konjugalt valtozataval jeloltik. Az utdbbi
minta intenzitasat az Ma értéke mutatja. Az Mp-t és Ma-t leird képletekbdl az o értéke

meghatarozhato:

M, ~ L, Tp(p) Py, Oy Moy _ M, Lo 9p(p)

o= (58)
M, ~ L O A(D) D, Op Nz Mp L, O AD)

ahol az Lp és La a donorral, illetve akceptorral jelolt antitestek fluoreszcencia intenzitasa,
opp) a donor abszorpcids keresztmetszete a donor gerjesztési hullimhosszan, oap) az
akceptor abszorpcios keresztmetszete a donor gerjesztési hullamhosszan. Az 58. egyenlet nem

veszi figyelembe a donor szaturicidt. Ha ezt a jelenséget is figyelembe szeretnénk venni,

akkor az a meghatarozasa a kovetkezoképpen alakul.

My~ Ly Dsat,D kf,D ’70,1} M, L Dsat,D Th (59)

Osr =
M, ~L, A&at,D kf,A a2 t M; L, Asat,D Tp

crer

hullamhosszan. A 7p és 7aa donor és akceptor fluoreszcencia élettartama, mig a kip és a kyaa
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donor, illetve akceptor fluoreszcencia sebességi allanddja. Annak érdekében, hogy
megmutassuk az 59. egyenlet mogotti feltételezésiink érvényességét, meghataroztuk az o

hatarértékét végteleniil alacsony 1ézerintenzitas mellett.

Tp(0) To Po
M, L, 1+ o Ta M. L
M, Lp Dao 74 = lim %) 0T _ ™Aoo (60)
200 Mp Ly Ayp 7o %0 M. L M T Mo Ly 7A(D)
D D

A 1+0A(D) T, Dy
Mivel az agat @—0 esetben szamolt hatarértéke azonos az 58. egyenlettel (amit egy korabbi
publikacioban [89] mar leirtak), igy az 60. egyenletben foglalt feltételezések helyesek. Ha
figyelembe vessziik a szaturacidé mértékét, akkor a hagyomanyos moddszer alapjan
megjosolhatd az o torzuldsdnak mértéke a fluorofor szaturdcio fiiggvényében a kovetkezd
képlet szerint:

~ Aup Toi0) o
Qgtszolagos — & D

(61)

satD 9 a(D) A

Az intenzitas alapt FRET méréseket leird egyenletekben jelenlevd atvilagitasi faktorokat az

1. tdblazat foglalja dssze.
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Kisérleti érték Elméleti egyenletek
Parameter Jele szaturacid ., szaturacid . .,
1 e szaturacioval 11 e szaturacioval
nélkil nélkil
Donor b, Mo 2
atvilagitasa a S1 |
, D1 Moa
FRET csatornaba
Donor o
atvilagitasa az Ss Tos A %o(a) b3 Dot a 1o
akceptor I5, D, Op(p) "Tba Dyt o Moa
csatornaba
Alfceptor o Iz @y Oy Taz Aat,p Mz
atvilagitasa a 2 | O
3 o Un A A Mas
FRET csatornaba A A TAR TTAS A A
A;(CEptOI’ S las O, Oy TTas Aui.o Mas
atvilagitasa a 4 T
" . Las Dy Opiay Mas At a Mas
donor csatornaba

1. tablazat: Az intenzitds alapu FRET hatékonysag meghatarozasahoz
sziikséges atvilagitasi faktorok. Ip1, Ip2, Ip3s a csak donorral jel6lt minta
intenzitasa a donor, FRET és akceptor csatornakban. Az la1, a2, 1aza csak
akceptorral jelolt minta intenzitdsa a donor, FRET, illetve akceptor
csatornakban. @p és @, jeldli a foton-fluxust a donort gerjesztd, illetve az
akceptort gerjesztd lézer esetében. A 7px és a 17ax Mmutatja a donor, illetve
akceptor fotonok detektalasi hatékonysagat az x-edik fluoreszcens
csatornaban. A Degyp és Dsara @ donor szaturacidja a donor és az akceptor
gerjesztési hullamhosszan. Az Agip and Asaa ugyanezek a paraméterek az
akceptor vonatkozdsdban. A opp) ¢és opn a donor abszorpcids
keresztmetszete a donor, illetve az akceptor gerjesztési hulldimhosszan, még
OnD) €s oa) ugyanezen értékek az akceptorra vonatkozoan.
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4.2.5. Donor szaturaciot figyelembe vevd FRET hatékonysdg meghatarozasa

intenzitas alapu kisérletek soran

Az intenzitds alapit FRET mérések soran harom, l1-I3-mal jeldlt intenzitast mériink. Az
I1 donor csatorndban a fluoroforokat a donor gerjesztési hullamhosszan gerjesztjiik és a donor
emisszios tartomanyaban detektaljuk, még az |3 akceptor csatorndban az akceptor gerjesztési
hullamhosszat alkalmazzuk és annak emisszios tartomanyat rogzitjiik. A FRET csatornaban,
melyet I,-vel jeloliink, a donor gerjesztési hullamhosszat kombinaljuk az akceptor emisszids
hullamhossz tartomanyaval. A D* és A* (41. egyenlet) megoldasait, az 1. tablazatban
szerepld atvilagitasi egyiitthatokat és a paramétert hasznalva az 1;-13 intenzitdsok a kovetkezd

egyenletrendszerrel leirhatoak:

(l- &at,D ) I:D Dsat,D E asat S

l,= o Dun (1- E)+ Fa Aaa Sit

T4
' 1- Dsat,D E (1- Dsat,D E) SZ
F, D 1-E 1- F, D E
1, = D Ysatp ( ) S,+F, A ,S,+ ( Asat,D) D Ysatp E Gsar (62)
1- Dsat,D E Y (1_ Dsat,D E)
I3 - I:D Dsat,D (1_ E) Sg + FA Asat,A + A%at,D (1_ A%at,A) I:D Dsat,A E Rt i
1- Dsat,A E Asat,A (1- Dsat,A E) 52
ahol,
Fo =Dy kf,D Mby (63)

Fa=Aui Kia Mas

A kioltatlan donor (Ip) és a kozvetleniil gerjesztett akceptor intenzitasok (la) a kovetkezo

modon viszonyulnak az Fp-hez és Fa-hoz.

ID = I:D Dsat,D
IA = I:A A%at,A

Az egyenletrendszert E-re megoldva masodfoku egyenletet kapunk, aminek megoldasa tal

(64)

hosszl, hogy ezen dolgozatban részletesen bemutassuk, de a disszertacio alapjaul szolgalo
egyik kozlemény kiegészitd informacio részében [90], ill. a disszertacid mellékletében

megtalalhato (fretWithSat_1.m Matlab f3jl).
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Ha ismerjiik a donor és akceptor aranyat és ez minden pixelre alland6 (pl.: FRET
mérés fuzids konstruktok kozott), akkor a 62. egyenletrendszer kiegészitheté egy negyedik

egyenlettel, mely lehet6vé teszi az a és a FRET hatékonysag egyidejii meghatarozasat [24]:

_ IA SZ Rexp Dsat,D IA
Osar = |
o Auo o

ahol az Regp a donorok szamanak aranya az akceptorokéhoz képest. A masodfoku

(65)

egyenletrendszer megoldasat a mellékletben talalhaté a fretWithSat_2.m file tartalmazza.

4.2.6. Donor szaturaciot és FRET frusztraciot szamitasba vevd FRET

hatékonysag meghatarozas intenzitds alapt kisérletek sordn

Egy gerjesztett akceptor nem tud akceptorként szolgalni egy gerjesztett donor szdmara.
Ezt a jelenséget altaldban FRET frusztracionak nevezziik, melyet figyelembe vettiink egy
olyan rendszer esetén, mely egy donort, illetve egy akceptort tartalmaz. A rendszerben 1évo
négy kiilonb6z6 molekulapar (DA - alapallapoti donor és akceptor; D*A — gerjesztett donor
¢s alapallapota akceptor; DA* - alapallapoti donor és gerjesztett allapota akceptor; D*A* -
gerjesztett donor €s akceptor) egyensulyi koncentracidja a kdvetkezd matrixegyenlettel irhatd
fel:

1 1
'@(O'D"'O'A) T— T— 0
D A
0 Do, -;-@O’A 0 L DA
0 (1-B) i D'A| (66
0 |= E 1 1 (66)
do, -—-Do, — DA
0 (1-E)‘L’D Ty T o
D 1 1 DA
gl 0 do, Doy, -(—-ir—j
Ip Ta
1 1 1 1

melynek megoldéasa az aldbbiakban l4thato:
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DA, ('TD T, ('1+(E'1)(JA +JD)TD qj))

DA=
T (—1+(E—])UD 75 ¢)+Ti <15(1+0D 75 @)(—UA—EJD +(E—])O'A(O'A+0'D)TD ¢)+TA(—]+TD 45((E—2)(0A+0D)+(E—1)0'D (2(TA+{)'D)‘[D @))
D A= DA, (E-1)o, 1 q5(rA+rD+(o'A+o'D)rA 7 <P)
7 (-1+(E-1)(;D . q§)+ri D(I+o, 1, @)(-UA-EJD H(E-1)o,(opt+05)7, <15)+IA(-1+1'D @((E-2)(JA+0D)+(E-1)¢TD (20,+0p)7, (D))
DA = DA, 74 CD(—(JA+E0D)(1A+ID)+(E—])UA(UA+UD)IA T fD)
1 (-1H(E-1)op 1, @)+ 15 (I +0, 1, (p)(—O'A-EG'D +H(E-1)o,(opt0oy)Ty tD)+1A(-1+rD O((E-2)(0,+0p)+(E-1)op (20, +0,)1, Q))
DA = DA, 05 T, Tp D7 (—O‘A th-Eopth-0, 1o tEa, 1y H(E-1)o,(0,+05)Ta T fp)

T (-IH(E-1)op 75 @)+ 12 B(1 40, 75 @) (-04- Eop +(E-1)o, (04 + 0575 ¢)+7:A(-]+TD O((E-2)(0,+0p)+(E-1)0p (20, +05)1, <D))

(67)
Azért, hogy ez a modell ne csak 1:1 aranyban jelen 1évé donorra és akceptorra legyen
hasznalhato, szabad akceptorokat (A;) feltételeztiink a rendszerben. Az 62. egyenletben
hasznalt modszerhez hasonlé megkozelitést alkalmazva a donor és akceptor intenzitasok az |-

I3 csatornaban a kovetkezoképpen alakulnak:

ID,1 =D'A kf,D Mpa +D'4 kf,D Mpa

. % N o T, Py
IA,1 =(D A +DA kf,A Ma1 + 4, AB) kf,A a1
( ) 1+0A(D) T, Py
ID,2 =D'A kf,D o +D' A4 kf,D Uiy
. o . o pp) Ta Po
IA,2:(D A +DA )kf,A Hao T4 0 Kin taz

1+ Tpp) Ta Po

ID,3 =D'A kf,D Moa + DA kf,D fos (68)
OpTa Py

l,.,=(D A" +DA )k +4, ———————
A3 ( ) fA a3 f1+O_A 7, D,

1A Ha3

Io = DA Kip 715,
|, = ( DA, + A ) Kia 7as

ahol Ipx és lax a donor, illetve akceptor X fluoreszcens csatornaban (X=1,2,3 annak
megfeleléen, hogy donor, FRET vagy akceptor csatornar6l van sz6) mért fluoreszcencia
intenzitasa. A Krp és Kra a donor és akceptor fluoreszcencia sebességi allandoja, mig a 77p x és
nox a donor, illetve akceptor fotonok detektalasi hatékonysaga az X. fluoreszcens
felhasznalasaval Ipx és lax kiszamithato. A megoldasok tual hossztak ahhoz, hogy itt
bemutatasra keriiljenek. Ezeket az analitikai megoldasokat felhasznalva egyenletrendszert

irtunk fel a mért I1-13 intenzitasokra:
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ID,l + IA,l

=lpa* 14, (69)

Il
|2
|3: ID,3+IA,3
Mivel a fenti hdrom ismeretlenes egyenletrendszer analitikusan nem volt megoldhaté
Mathematica programmal, numerikus megolddsat Matlabban implementaltuk. A héarom
megoldas koziil azt fogadtuk el bioldgiailag értelmesnek, amelyben az Ip, Ia €és E pozitiv
szamok voltak. A megoldast tartalmazo Matlab file-ok a disszertacio végén, a mellékletben
talalhatoak (fretWithSatFrust_1.m).
A 68. egyenletrendszert modositottuk 1:1 aranyban jelen 1évé donor-akceptor parra,

melynek megoldasa a mellékletben fellelhet6 (fretWithSatFrust_2.m).
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Sejtvonalak

Kisérleteinket SKBR-3, A431 és JY sejtvonalakon végeztiikk, melyeket az American
Type Culture Collections-t61 (ATCC, Manassas, VA) vasaroltunk meg. Az SKBR-3 egy
ErbB2-t fokozottan kifejez6 trastuzumab-szenzitiv human eml6 tumor sejtvonal, az A431 egy
ErbBl-et fokozottan kifejez6 human epitelialis karcindma sejtvonal, melyeket
specifikacidjuknak megfelelden 10% fetalis borju szérumot (FCS), 50 pg/ml gentamicint, 2
mM L-glutamint, tartalmaz6 DMEM-ben tenyésztettik. A JY egy Epstein-Barr virus
transzformalt B-limfoma sejtvonal, melyet 10% fetalis borju szérumot (FCS), 50 pg/ml
gentamicint, 2 mM L-glutamint, tartalmaz6 RPMI 1640 médiumban novesztettiink. A
sejttenyészeteket 37 °C-on 5% CO, jelenlétében tartottuk, €s konfluenciatol fiiggden 2-3
naponta passzaltuk. Mikroszkopos mérésekhez a sejteket 8 lyuku kamraban ndvesztettiik
(Ibidi, Martinsired, Germany) 80%-os konfluencidig. Szuszpenzidban térténé mérésekhez a
sejteket tripszin-EDTA-PBS (0,05% tripszin, 0,02% EDTA) oldat segitségével tavolitottuk el

a flaska aljarol.

5.2. Antitestek

Az ErbB2 fehérjéket trastuzumabbal €s pertuzumabbal jeloltiikk, melyek az ErbB2 két
kiilonb6zd, nem atfedd epitopjara specifikus humanizalt monoklonalis antitestek. A
trastuzumabot (Herceptin, 19G;) a Roche-Hungary (Budapest, Magyarorszag) cégtol
vasaroltuk meg, mig a pertuzumabot (Perjeta, 2C4) a Genentech (South San Francisco, CA)
ajandékozta nekiink. ErbB1 receptorok jelolésére Mab528 (IgGas) antitestet hasznaltunk, amit
a HB-8509 egér hibridoma sejtek (ATCC) feliilisz6jabdl nyertiink. Szintén egér hibridoma
sejtek segitségével allitottuk el6 a W6/32 (IgGs), MHC-I nehézlancara specifikus
monoklonélis antitestet, a B-2-microglobulinhoz kotédé L368 (IgGi) és az MHC-II-t
felismer6 1243 (IgGg,) antitesteket, amiket F. Brodsky (University of California, San
Fransisco, CA) adoményozott nekiink. AlexaFluor488, AlexaFluor546 és AlexaFluor647
festékek (Thermo Fisher Scientific, Waltman, MA) N-hidroxi-szukcinimid észtereit tisztitott

monoklonalis antitestek amino- csoportjahoz konjugaltuk a gyartd utasitasai szerint. A

51



festék/fehérje jelolési aranyt (DOL, hany festékmolekula kotodik egy antitesthez)
spektrofotometriaval hataroztuk meg, melynek értéke 0,5 és 6 kozott valtozott az egyes

antitest torzsoldatok esetében. Az altalunk hasznalt antitesthez konjugalt festékek spektralis

tulajdonsagait az 2. tablazat tartalmazza.

ex. max. A [nm] | em. max. A [nm] | & [Mem™] QY LT [ns]
AlexaFluor488 495 519 73000 0,92 4,1
AlexaFluor546 556 573 112000 0,79 4,1
AlexaFluor647 650 668 270000 0,33 1

2. tablazat: A vizsgélt antitestekhez konjugdlt festékek spektralis
tulajdonsagai (https://www.thermofisher.com/).

5.3. Sejtek fluoreszcens jeldlése fedélemezen €s szuszpenzidban

A fluorofér szaturdcios mérések kivitelezéséhez SKBR-3 sejteket 8 lyuku fedélemez
alju kamraban novesztettiink 80%-os konfluenciaig. Kétszeri, PBS-sel valé mosast (pH:7,4)
kovetden a sejteket fluoreszcens antitestekkel jégen jeldltiik 20 pg/ml-es koncentracidban,
150 pl, 1% (w/v) BSA-t tartalmazo PBS-ben, 30 percig fénytl védve. FRET mérésekhez a
mintdkat olyan antitest oldat keverékkel jeloltiik, ami tartalmazott donor festékkel, illetve
akceptor festékkel jelolt antitesteket. Az a faktor és az atvilagitasi faktorok kiszamitashoz
sziikség volt még donorral vagy akceptorral egyszeresen jelolt mintakra is. A mintakat kétszer
mostuk PBS-sel, hogy a nem kot6dott antitesteket eltavolitsuk, majd 1%-0s formaldehiddel
fixaltuk dket. A folyamatot végig jégen végeztiik.

A Afluorofér konjugacios vizsgalatokhoz A431 és SKBR-3 sejteket hasznaltunk,
melyeken Mab528-cal és trastuzumabbal jeloltiik az ErbB1 és ErbB2 sejtfelszini fehérjéket,
illetve JY sejteken az MHC-1, MHC-II, és 32m jelolésére W6/32, 1.243 és L368 monoklonalis
antitesteket alkalmaztunk. A fluoroforral konjugdlt antitestek egyensulyi kotddésének
meghatarozasara a frissen begytijtott, illetve tripszinnel kezelt sejteket kétszer mostuk hideg
PBS-sel, majd 10° sejtet jégen jeloltink 30 percig sotétben, AlexaFluor546-tal vagy
AlexaFluor647-tel jelolt antitestek koncentracié sorozataval 100 pl, 1 mg/ml BSA-t
tartalmazo PBS-ben. A nem ko6todott antitesteket kétszeri, PBS-es mosassal tavolitottuk el, ezt

kovetden fixaltuk a sejteket 1%-0s formaldehiddel. A jeldletlen antitestek kotodési
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affinitisanak a meghatarozaséhoz a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, ezt kovetden 10° sejtet
jégen jeloltiink 30 percig, fénytdl védve a jeldletlen antitest koncentracid sorozataval, allandd
mg/ml BSA tartalmi PBS-ben. Ezt kdvetden kétszer mostuk a sejteket, majd fixaltuk 1%-0s
formaldehiddel. A fluoreszcencia intenzitasokat dramlasi citométerrel mértiik meg. A mért
adatokra a jelolt antitestek esetében kotddési gorbét (1. 71. egyenlet alabb), mig a jeldletlen
antitestek esetében kompetitiv kotédési gorbét (1. 73. egyenlet) illesztettiink, hogy
meghatarozzuk a jelolt és jeldletlen antitestek Ky értékét. A kotddési gorbe esetében
elhanyagoltuk az antitest depléciot, tehat azt a jelenséget, hogy az antitest kotddése
kovetkeztében jelentdsen csokken a szabad antitest koncentracioja. Ekkor a szabad antitest
koncentracioja jo kozelitéssel egyenlé a teljes antitest koncentracioval. A kotddési egyensulyt

ebben az esetben az alabbi egyenletek irjak le:

_ LAXR
“7 AR

R+LAR=R_, (70)

LA= LA,

ahol Kgy; az antitest-receptor komplex disszociacios allanddja, LA, R és LAR a nem-kotott
jelolt antitest, a szabad receptor és a receptor-antitest komplex koncentraciodit jeldlik. Rigr €s
LAt a receptor €s a jelolt antitest teljes koncentracioi. A fenti egyenletrendszer megoldasa a

jol ismert kotddési egyenlet:
LAR= LA, _Ra (71)
Ko+ LA

Jelolt és nem jeldlt antitestek kompeticidja esetén az egyensulyt az alabbi egyenletek irjak le

(szintén az antitest deplécio elhanyagolédsa esetén):

_ LAxR
“7LAR
_ULAXR
27 ULAR
R+LAR+ULAR=R_, (72)
LA= LA,
ULA=ULA,,

ahol ULA és ULAy: a nem-kotott jeloletlen antitest koncentraciodja, ill. a jeldletlen antitest

teljes koncentracidja. ULAR a jeloletlen antitest-receptor komplex koncentracidja, mig a Kgp
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ezen komplex disszociacios allanddja. Az egyenletrendszer megoldasat az alabbi képlet

mutatja:

LAR = Ka LAo Rt (73)
Kd2 LAOt + Kdl ( Kd2 +ULA0t )

5.4. Sejtek tranziens transzfekcioja €s az alkalmazott plazmidok

Két fluoreszcens fehérje kozotti FRET mérések céljabol a SKBR-3 sejteket tranziensen
transzfektaltunk olyan fuzids plazmiddal, ami tartalmazott egy linkerrel (RDPPV) 0sszekotott
donor EGFP-t és akceptor mCherry-t kodold fluoreszcens fehérje szekvenciat. A FRET
szamitasokhoz sziikséges atvilagitasi faktorok kiszamitasahoz pEGFP-C3-mal (Clontech
Laboratories, Mountain View, CA), illetve pmCherry-C3-mal transzfektalt sejteket
hasznaltunk. A plazmidok Volké Julianna és Vamosi Gyorgy (Debreceni Egyetem) ajandékai
voltak. Az SKBR-3 sejteket nyolc-lyuka fed6lemez aljii kamraban novesztettiik, és 0,5 pg
plazmidot adtunk hozza lyukanként. A transzfektélt sejteket 2:1 (v/w) lipid/DNS arannyal,
Lipofectamine 2000-rel (Thermo Fisher) allitottuk elé a gyartdi Gtmutatd alapjan. A

fluoreszcens fehérjék spektralis tulajdonsagait a 3. tablazat tartalmazza:

ex. max. A [nm] | em. max. A [nm] e [Mem™] QY LT [ns]
EGFP 488 507 55900 0,6 2,6
mCherry 587 610 72000 0,22 1,4

3. tablazat: Az alkalmazott fluoreszcens fehérjék spektralis tulajdonsagai
(https://www.fpbase.org/).

5.5. Konfokalis mikroszkopia

A fluoreszcensen jelolt sejtekrdl Zeiss LSM 880 konfokalis lézer pasztazo
mikroszkoppal (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) készitettiink felvételeket. AlexaFluor488-
trastuzumab és AlexaFluor546-pertuzumab kozotti FRET mérések soran a donor molekulat
argonion lézer 488 nm-es vonaldval gerjesztettiik a donor és FRET csatornaban, majd az
emisszio detektalasa 500-530 nm és 550-610 nm kozott tortént a donor, illetve a transzfer

csatorndban. Az akceptort 543 nm-es HeNe lézerrel gerjesztettiik, melynek emissziojat 550-
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610 nm-es tartomdnyban detektaltuk. Szintén FRET méréseket végeztiink AlexaFluor546-
trastuzumab ¢és AlexaFluor647-pertuzumab kozott, ahol 543 nm-es 1ézernyalabbal
gerjesztettiik az AlexaFluor546 festékmolekulat, melynek emissziojat 550-610 nm kozott
detektaltuk a donor csatornaban, még a FRET-szenzitizalt akceptor fluoreszcenciat 635-755
nm kozott mértiik. Az AlexaFluor647-pertuzumabot 633 nm-es hullamhosszon gerjesztettiik,
¢s az altala emittalt fluoreszcenciat 635 nm és 755 nm kozott detektaltuk. Azért, hogy
meghatarozzuk a FRET hatasfokot transzfektalt sejteken a donort (EGFP) 488 nm-es 1ézerrel
gerjesztettiik, és az emisszidjat a donor csatorndban 495-575 nm kozott mértiik, és a FRET-
szenzitizalt akceptor emissziot 580-670 nm-es kozott detektaltuk. Az akceptort (mCherry)
543 nm-es lézervonallal gerjesztettiik, melynek emisszidjat 575-695 nm kozotti hullamhossz
tartomédnyban detektaltuk. A fluoreszcens képeket 63X (NA=1,4) olaj immerzids objektivvel
készitettikk. Egy latomezordl képeket rogzitettiink novekvd 1ézerintenzitds mellett (1-5-10-
15%). A kiilonb6z6 1ézerintenzitassal felvett képek ugyanarrol a latomezordl késziiltek. Majd
egy masik teriiletrdl vettiink fel képeket csokkend (15-10-5-1%) gerjesztési intenzitas mellett.
A mérések soran 32,97 us pixelidét (dwell time) és 1 Airy egységre allitott pinhole méretet

alkalmaztunk.

s

crer

crer

fotoelhalvanyitas (photobleaching) ebben az esetben elhanyagolhato. Ebbdl a higitott antitest
oldatbol egy viszonylag nagyobb mennyiséget (200 pl) adtunk 8-lyuku feddlemez alju
kamrahoz. Erre a térfogatra azért volt sziikkség, hogy elkeriiljik a nem kivanatos
visszaverddést, ami megtorténne, ha kisebb térfogati antitest oldat cseppet cseppentenénk a
fedélemezre. A mérés soran a fluoreszcencia intenzitast olyan kozel mértiik a kamra aljahoz,
amilyen kozel lehetett az el6z6 pontban emlitett excitacios és emisszids beallitasi paraméterek
mellett. A gerjesztd lézerintenzitast elészor 1épésenként noveltiik (1-5-10-15%), majd
fokozatosan, 1épésenként csokkentettiik (15-10-5-1%). A két mérést ugyanolyan
korlilmények kozott végeztiink, ugyanolyan mérési hibaval. A mért fluoreszcencia
intenzitasokat a legalacsonyabb gerjesztési intenzitds mellet mért fluoreszcencia
intenzitasokra normalizaltuk, majd a normalizalt fluoreszcencia értékekre az 54. egyenletet

illesztettiik.
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5.7. Lézerintenzitas mérések

A 1ézerteljesitmény méréseket Thorlabs (Newton, NJ) optikai teljesitménymérével
(PM100D) végeztiik, ami egy 350-1100 nm-es spektralis érzékenységi tartomanyu szenzorral
(S170C) rendelkezik. A mikroszkdp objektivének eltavolitasa utan a szenzort a mikroszkop
targyasztalara helyeztiik, és igy folytattunk a méréseket. A 1ézer teljesitményét folyamatos
megvilagitas mellett mértiik pont szkennelési modban, azért hogy igy elkertiljiik az idészakos,
szakaszos megvilagitast. A mikroszképon a kiilonbozd 1ézerintenzitasokat (488, 543 és 633
nm) szazalékos skalan valtoztattuk, és a beallitott 1ézerteljesitményt az optikai
teljesitménymérdvel megmeértiik. Ezt kovetden a mért értékeket a fokuszpont méretének, €s az
egyes fotonok energidjanak figyelembe vételével a kovetkezOképpen atkonvertaltuk foton-
fluxussd. A mikroszkop technikai specifikéciojabdl ismert volt, hogy 500 pW-o0s, 488 nm-es
lézer és 1,2 numerikus apertiraju objektiv esetén a teljesitménysiiriiség 2.58-10° Wicm? A
teljesitmény és a teljesitménysiirlis€ég hanyadosabol a fokuszpont teriilete, ill. sugara
meghatdrozhatd az adott objektiv és hullamhossz esetében. Az Abbe képlet alapjan a
fokuszpont nagysaga egyenes aranyos a hulldmhosszal és forditottan ardnyos a numerikus
aperturaval. Ezen 0Osszefiiggés felhasznalasaval az 4ltalunk alkalmazott objektivre ¢és

hullamhosszakra a fokuszpont nagysdga meghatdrozhato.

5.8. Fluoreszcencias képek elemzése

A mikroszkoppal felvett fluoreszcens képek elemzésére Matlab (MathWorks, Natick,
MA) szoftver alatt futd6 Diplmage programot (Delft University of Technology, Dellft,
Hollandia) hasznaltunk. A képek szegmentéalasara, a membran pixelek azonositdsara egy
egyedileg irt programot alkalmaztunk, amely a kézzel kijelolt vizfeltoltéses algoritmuson
(,,manually seeded watershed algorithm”) alapszik. A FRET hatasfokot ¢és a
meghatdrozasahoz sziikséges minden korrekcios paramétert a Matlabban futé rFRET program
segitségével  hataroztunk meg  (https://peternagy.webs.com/Matlab/rfret/rfret.zip). A
konvencionalis €s a fluorofor szaturacio jelenségét figyelembe vevd egyenleteket Microsoft
Excel-be IS beillesztettiik, ami az alabbi linken érheto el:

https://peternagy.webs.com/Excel/FRET _at_saturation+photon_flux.xIsm
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5.9. Aramlasi citometria

Az aramlasi citometrias méréseket FACS Aria III aramlasi citométeren (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NY) hajtottuk végre. Az AlexaFluor546 festéket 561 nm-es
1ézersugarral gerjesztettiik, €s emisszidjat 595+25 nm-es savszliron keresztiil detektaltuk, mig
az AlexaFluor647-et 633 nm-en gerjesztettiikk, és az altala kibocsatott fényt 635 nm-es
feltilateresztd sziird segitségével rogzitettiik. A sejtek atlag fluoreszcencia intenzitasat egy
egyedileg irt programmal (ReFlex) elemeztiik, miutan az eldre és oldal irdnyl fényszoras

crer

atlag fluoreszcencia intenzitasokat a tovabbi analizis eldtt hattér korrigaltuk.

5.10.Fluorimetria, fluoreszcencia anizotropia mérése

A fluoreszcencia intenzitas és anizotropia mérésekre Fluorolog-3 spektrofluorimétert
(Horiba Jobin Yvon, Edison, NJ) hasznaltunk. Az AlexaFluor546 festéket 550 nm-en
gerjesztettiik, és a fluoreszcencia intenzitasat 590 nm-en detektaltuk, mig az AlexaFluor647
gerjesztése 650 nm-en tortént €s az altala emittalt fényt 675 nm-en rogzitettiik. A gerjesztési
¢s emisszids nyilasokat 10 nm-re allitottuk. 20 nM-os antitest torzsoldatokat készitettiink,
szerint, L-formatumban hataroztuk meg. Az antitest oldatok és a sejthez kotott antitest frakcid
fluoreszcencia intenzitasanak jelolési aranytol valo fliggésére a 28. és 29. egyenlet illesztettiik
Matlabban egy globalis optimalizalo algoritmus segitségével. Az  illesztés soran a
kiilonb6z6 jeldlési aranyu antitestek disszociacios allandojat (Kq), ill. az ezen antitestekhez

kotott fluoroforok kvantumhatasfokat (Qx) egy polinomialis 6sszefiiggéssel modelleztiik [92]:
Q=K Ky = K (k1) (74)

ahol, Qg és Ky jeloli egy k fluoroforral rendelkezé antitest speciesz kvantumhatékonysagat,
illetve disszocidcios allandojat, mig a Kq a jeldletlen antitest Kg-jat adja meg.

Az illesztés soran az X €s Yy hatvanykitevoket hataroztuk meg, olyan modon, hogy a 28.
¢és 29. egyenletek altal josolt intenzitasok a lehetd legjobban illeszkedjenek a mért értékekre.
Bar a kvantumhatasfok ¢és a disszociaciés allando ilyen modellezése nyilvanvalo

egyszerlsités, a fenti paraméterek jelolési aranytol vald fiiggésének altalanos trendjének
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jellemzésére mégis jol hasznalhatonak bizonyult a megkozelités. Habar nem tudunk egyetlen
olyan elméletet sem, ami az antitest affinitasat vagy a festék kvantumhatisfokat a jelolési
aranytol hatvanyosan teszi fiiggdvé, mégis ezen formula rugalmassaga lehetové teszi, hogy
megfelelden kozelitsiik, miként csokken a tobbszorosen jelolt fehérje affinitdsa és a
hozzékapcsolt festék kvantumhatékonysaga. Az egyszerliség érdekében, de az altalanos
érvényesség megtartasa mellett, azt feltételeztiik, hogy az egy kotott fluoroforral rendelkezd

antitest kvantumhatékonysaga egy.

5.11.Sejthez kotott antitestek izolaldsa immunprecipitacioval

Ot millio6 sejtet jeldltiink szuszpenzioban AlexaFluor546-tal és AlexaFluor647-tel jelolt
IgG-vel, majd a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, hogy a nem kotddott antitesteket
eltavolitsuk. Ezt kovetben a sejteket lizis pufferrel (20 mM Tris, 0,1% NP-40, 137 mM NacCl,
10% glycerol, 2 mM EDTA-Na és proteaz inhibitor, pH: 8) jégen lizaltuk 10 percig, amit 5
perces 600 g-s centrifugalas kovetett, majd a kapott feliiluszot immunprecipitaltuk protein G-
vel 4 °C-on egy oran keresztiill. A mintdkat 3-szor mostuk lizis pufferrel, majd 100 mM
glicin-HCI oldattal (pH: 3) eltavolitottuk a protein-G-hez kot6dott antitesteket. Az elualt
antitesteket a feliiluszobol nyertiik ki, centrifugaldst majd foszfat pufferes (pH: 7,4)
neutralizalast kovetéen. Kontrollként higitott, 100 nM-os antitest tdrzsoldatot
immunprecipitaltunk, és az elébbiekben emlitett minden Iépést végrehajtottunk rajta. Az

crer

nem immunprecipitalt mintakkal.

5.12.Fluoreszcencia élettartam mérések

A fluoreszcencia élettartam mérésekre Lambert Instruments LIFA fluoreszcencia
¢élettartam képalkotdé modullal és 405-640 nm hulldmhossz tartomany k6zo6tti modulélt LED
fényforrassal felszerelt inverz, IX81 fluoreszcencias mikroszkopot (Olympus, Melville, NY)
alkalmaztunk. Az AlexaFluor546 gerjesztésére 527 nm-es LED fényt és 510-552 nm-es
savsziirét alkalmaztunk, majd az altala emittalt fény szepardlasara 570 nm-es dikroikus tiikrot
€s 590 nm-es feliilateresztd sztir6t hasznaltunk. Az AlexaFluor647 festéket pedig 639 nm-es
LED-del gerjesztettilk ZET642/20 savszlirén keresztiil, emissziojat ZT647rdc-UF2 dikroikus

tikor, ET665 feliilateresztd sziirdé ¢és ET700/75m séavsziird segitségével rogzitettiik.
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crc

fluoreszcencia ¢lettartamat a frekvencia doménben hataroztuk meg. A latszolagos
fluoreszcencia é€lettartamot a faziseltol6dasbol és az emisszids jel modulacidjabol a kdvetkezd
egyenletek szerint hataroztuk meg:

tan ¢ J1-m?

STy = ————— (75)
() maw

T¢=

ahol a 74 és a 1y a faziseltolodasbol, ill. a modulaciobol meghatarozott latszolagos
¢lettartamok,  modulaciés frekvencia, m ¢és ¢ az emisszios jel modulacidjat és
faziseltolodasat jelzi. Kalibralashoz nem konjugalt festékoldatokat hasznaltunk, és igy az
AlexaFluor546 és az AlexaFluor647 festékek élettartamat az irodalombol ismert 4,1, illetve 1

ns-os értékre allitottuk.

5.13.Egyedi molekula fluoreszcencias mérések

Azért, hogy a sejthez kotott antitesteken egyedi molekula méréseket végezziink, SKBR -
3 sejteket 8-lyuku, fed6lemez alju kamraban novesztettiink, és 10 ug/ml AlexaFluor546-tal
vagy AlexaFluor647-tel jelolt trastuzumabbal jeloltiik jégen, 30 percig, jeldletlen antitest 500-
1000x-es molaris feleslege jelenlétében. A nem kotodott antitesteket kétszeres, PBS-es
mosassal eltavolitottuk, majd 1%-os formaldehiddel fixaltuk a sejteket. Az egyedi molekula
szinten vizsgalni kivant antitest torzsoldatok esetében az antitesteket immobilizaltuk epoxi
funkcionalizalt fedélemezek (Nexterion ‘‘E,”” Schott, Jena, Germany) felszinén 0,1 és 0,05
ug/ml-es  koncentracioban. A felvételeket a fed6lemez felszinének kozvetlen
szomszédsagaban levd rétegekrdl készitettiik fotonszamlalé mdédban LSM880 konfokalis
mikroszkép (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) segitségével. A fedélemezhez kdtendd
szabad antitestek optimalis higitdsat ugy hataroztuk meg, hogy az oldatban um?’-enként ~0,5
antitest legyen. Mivel megjosolhatatlan, hogy az oldatban levd antitestek hany szézaléka fog a
fed6lemezhez kotddni, igy csak a kisérlet soran deriilt ki, hogy ez a higitas jo valasztas volt. A
sejthez kotott antitestek egyedi molekula vizsgédlatahoz a jelolt antitesteket jeloletlen
antitestekkel higitottuk. Feltételezve, hogy az SKBR-3 sejten ~10° receptor van és hogy
felszine ~500 umz, um®-enként ~2000 ErbB2 lesz, ami kb. 80 fluoreszcensen jeldlt
receptor/pixel slirliséget eredményez, ha egy pixel 0,2 X 0,2 um. A jeldletlen antitestek 500X

€s 1000x feleslegének jelenlétében ez a szam 0,08-ra, ill. 0,16-ra csdokken. Hangstlyozni kell,
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hogy ezek durva, kozelité szamitdsok voltak, és csak a kisérletek bizonyitottdk be, hogy
valdban jo valasztasnak bizonyultak. Az AlexaFluor546-ot és az AlexaFluor647-et 546 nm,
illetve 633 nm-es lézersugarral gerjesztettiik, és az emisszidjukat 575-680, illetve 638-755
nm-en detektaltuk. A képek analizisére Matlab programot hasznaltunk. A képeket Gauss
filterrel simitottuk, amit a helyi maximumok megallapitisa kovetett median szirés,
sziirkearnyalatos megnyitas (grayscale opening) és kiterjesztett maximum (extended maxima)
transzformacio segitségével. Egy korkorosen szimmetrikus, kétvaltozés normal eloszléast

illesztettiink az I(x,y) intenzitasprofilra minden lokalis maximuma Koré:

252 20°
I (x,y)=bg+ 22e (76)

2no

ahol a bg konstans hattér, a z egy skalazasi tényezd, a ¢ a standard devicio, a ux és a uy a
csticsok koordinataja X, illetve y iranyban. A fenti illesztett goérbe hattér folotti hatarozott
integralja -0 és oo kozott egyenld z-vel, ami az adott csicsnak megfeleld fotonszammal
egyenld. Ha hdrom standard deviacid tavolsdgon beliil tobb csucsot taldltunk, akkor a

csticsokra tobb, kétvaltozds normal eloszlast illesztettiink egyszerre.
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6. Eredmények

6.1. Az antitest jelolés hatdsa az antitestek affinitasara és a festékek fotofizikai

tulajdonsagaira

6.1.1. Jelolés hatasa az antitestek affinitasara

A fluoreszcens jelolés antiestek affinitasara gyakorolt hatasat két kiilonbozo
fluoreszcens festék (AlexaFluor546 és AlexaFluor647) és o6t kiilonbozé IgG esetében
(trastuzumab, Mab528, W6/32, L368 és L243) vizsgaltuk. A sejtek jelolésére viszonylag
magas DOL-lal rendelkezd antitest torzsoldatokat valasztottunk, és aramlasi citométerrel
hataroztuk meg a telitési kotédésiiket. Kompetitiv kotédési kisérleteket is végeztiink, hogy
fényt deritsiink a jeldletlen antitestek kotddési affinitasara. A jelolt és jeloletlen antitestek
disszociacids allanddjat meghatarozd reprezentativ mérési adatokat és azok illesztését a 7.

abra mutatja.
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7. abra: AlexaFluor647-trastuzumab kotédése és kompetitiv kotddése
SKBR-3 sejteken. SKBR-3 sejteket AlexaFluor647-trastuzumab antitest
koncentracié sorozataval jeloltiink, majd citometridas mérést kovetden
meghataroztuk az atlag fluoreszcencia intenzitdsokat. Ezeket az
intenzitdsokat &brazoltuk az antitest koncentracié fiiggvényében. A mért
pontokra illesztettiik a 71. egyenletet, mellyel a jelolt antitest disszociacios
allanddja meghatarozhatdé (A). A jeldletlen trastuzumab kompetitiv
kotodését 1,6 png/ml AlexaFluor647 konjugalt trastuzumab jelenléte mellett
mértiik. A sejthez kotott AlexaFluor647-trastuzumab 4ramlasi citometrids
intenzitésait a jeldletlen antitest koncentracio fliggvényében abrazoltuk. A
mért pontokat a 73. egyenlet szerint illesztettiik, igy megkaptuk a jeloletlen
antitest disszociacids allandojat (B). Az abrazolt mérés reprezentativ mérés
volt.
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A megvizsgalt antitestek koziil egy, az Mab528 antitest nem mutatott kiilonosebb valtozast

AlexaFluor festékkel torténd konjugacid esetében, még a masik négy antitest esetében a

disszociacios allando értéke jelentésen nétt a jeldléssel (4. tablazat).

jeloletlen AlexaFluor546 AlexaFluor647
antitest
Kg (ug/ml) DOL Kg (ug/ml) DOL Kg (ug/ml)
trastuzumab | 0,8 (0,6-1,1) 33 1,1 (0,8-1,5) 3,8 1,8 (1-2,5)
Mab528 0,5 (0,4-0,7) 4,5 0,5 (0,2-0,8) 4.5 0,5 (0,4-0,6)
W6/32 2,1(1,1-3) 4,7 4,7 (3,3-6,2) 4.4 11,9 (10,2-13,6)
L368 6,6 (5,7-7,5) 4,9 9,2 (7,1-11,1) 3,2 80.8 (32,3-129)
L243 5,4 (4,4-6,3) 3,3 6 (3,7-8,3) 4,5 7 (5,7-8,3)

4. tablazat: Jelolt és jeldletlen antitestek disszociacios allanddinak

meghatarozasa aramlasi citométer segitségével. A sejteket jeldlt antitestek
koncentraciésorozataval jeloltiik. Az atlag fluoreszcencia intenzitasokat
aramlasi citométerrel hataroztuk meg, majd a mért értékeket elemezve a
jelolt antitestek Ky értékeit az anyagok és modszerekben leirtak alapjan
szamoltuk ki. A jeloletlen antitestek Ky értékének meghatarozasahoz a
sejteket inkubaltuk jelolt antitestek fix koncentracidja (~50-70% epitdp
szaturacio), illetve jeloletlen antitestek koncentraciésorozata mellet. A
fluoreszcencia intenzitasokat aramlasi citométerrel mértik meg, majd a
mérési eredményeket kiértékelve meghataroztuk a jeldletlen antitestek Kg
értekeit. A Ky értékeket 95%-0s konfidencia intervallumukkal egyiitt
tiintettem fel. A méréseket SKBR-3 (trastuzumab), A431 (Mab528), és JY
(W6/32, L243, L368) sejteken végeztiik.

Adataink meger6sitik a korabbi bizonyitékokat [47], [50], [51], melyek azt mutatjak, hogy a

legtobb esetben a fluoreszcens festékkel torténd konjugacid esetén csokken az antitestek

affinitdsa. Ezenkiviil még arra is fényt deritenek, hogy AlexaFluor647-tel torténd konjugaciod

jobban befolyasolja az antitestek affinitasat, mint az AlexaFluor546-tal torténd jelolés.

6.1.2. A szabad ¢és kotott antitest fluoreszcencia intenzitasa eltéréen fiigg a

jeldlési aranytol

Egy bizonyos atlagos jelolési arannyal jellemezhetd antitest torzsoldat kiilonb6zd szamt

fluoroforral rendelkezd antitest specieszeket tartalmaz, melyek eloszlasa az oldatban

kozelitleg Poisson eloszlast kovet. Tekintettel arra, hogy a fluoreszcens jelolés negativan
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befolyasolja az antitestek affinitasat, varhato, hogy az egyes antitest specieszek disszociacios
allanddja nd a DOL fiiggvényében ugyanabban a torzsoldatban. Igy azok az antitestek,
melyek affinitadsa alacsony, alulreprezentaltak lesznek a sejthez kotott frakcidban. Azért, hogy
megvizsgaljuk ezt a felvetést, 6sszehasonlitottuk az antitest térzsoldatok és sejthez kotott
antitestek fluoreszcencia intenzitds ndovekedését a jelolési arany fliggvényében. A nem kotott
antitestek fluoreszcencia intenzitasainak DOL szerinti abrazolasa soran az eredmények azt
mutattak, hogy ezek az intenzitisndovekedések elmaradtak attol a linearis novekedéstdl, amit
akkor varnank, ha nem lenne Onkioltas (self-quenching). A vizsgalt antitestek ebben a
tekintetben jelentdsen kiilonboztek egymastol (8. abra). Mindezek mellet a kotott frakcid
fluoreszcencia intenzitasait is meghataroztuk jelolt sejtek segitségével aramlasi citometridval.
A sejteket olyan antitest torzsoldatokkal jeloltiik, melyek fluoreszcencia intenzitasat elézbleg
mar meghataroztuk. Azt tapasztaltuk, hogy a sejthez kotott antitestek intenzitdsa nem csak
elmarad a linearistél a DOL fliggvényében, de kiilonbozik is a torzsoldatok gorbéjétdl a
legtobb esetben (8. abra). Szisztematikus kiilonbséget is megfigyeltink a két vizsgalt
fluorofor esetében. Mig a sejthez kotott, AlexaFluor546-tal jelolt antitestek legkisebb DOL-ra
normalizalt fluoreszcencia intenzitdsa magasabb volt, mint ugyanezen festékkel jelolt antitest
torzsoldatok intenzitdsa, addig AlexaFluor647-tel konjugalt antitestek esetében éppen az
ellenkezdjét kaptuk. A mért adatokra a 28. és 29. egyenletet illesztettiik, feltételezve azt, hogy

a kvantumhatékonysag és a Ky értéke a 74. 6sszefiiggéssel reprezentalhato.
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8. abra: Szabad ¢és kotott antitestek fluoreszcencia intenzitdsa a jelolési
arany fiiggvényében. Kiilonboz6 jelolési aranyt, 20 nM-os antitestek
fluoreszcencia intenzitasait fluoriméterrel hatdroztuk meg. A sejthez kotott
antitestek esetében a sejteket az antitestek telitd koncentracidjaval jeldltiik
(SKBR-3 — trastuzumab, A431 — Mab528, JY — W6/32, L243, L368), majd
aramlasi citométer segitségével megmértilkk a sejthez kotott frakcid
fluoreszcencia intenzitdsdt. A mért fluoreszcencia intenzitdsokat
normalizaltuk a legalacsonyabb DOL esetében mért fluoreszcencia
intenzitasra, és abrazoltuk a DOL fiiggvényében. A hibajelek harom
mérésbol  szamolt kozépérték kozepes hibajat mutatjak. A mért
fluoreszcencia intenzitasok 28. és 29. egyenletek alapjan torténd illesztése
soran a kiilonbo6z6 jeldlési aranyh antitestek disszociacios allandojat (Kqy),
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ill. az ezen antitestekhez kotott fluoroforok kvantumhatasfokat (Qx) a 74.
Osszefiiggéssel modelleztiik. A szaggatott vonal mutatja a vart intenzitast,
hogyha az intenzitast linedrisan valtozna a jel6lési arannyal.

A 74. egyenlettel torténd illesztés reprodukalta a mért értékek f6 tendenciajat, tehat azt, hogy
az AlexaFluor546 esetében a sejthez kotott, DOL fliggd normalizalt intenzitasok magasabbak,
mint a szabad antitestek DOL fliggd normalizalt intenzitasai, mig az AlexaFluor647 esetében
a tendencia forditott (8. 4bra). Az illesztés megmutatta azt is, hogy az antitest jelolés az
AlexaFluor546 festék kvantumhatékonysagat nagymértékben befolyasolja,

mig AlexaFluor647 elsddlegesen az antitest affinitdsara gyakorol hatast (5. tablazat).

AlexaFluor546 AlexaFluor647
) A A
Antitest kvantumhatasfok | A Kd kitevéje | kvantumhatasfok | A Kd kitevdje
kitevdje kitevdje

érték SD értek SD érték SD érték SD
Trastuzumab | -0,41 0,09 2,34 0,31 -0,44 0,1 5,6 0,82

Mab528 -0,6 0,13 0,46 0,1 -0,27 0,06 0,11 0,03
W6/32 -0,79 0,14 1,21 0,23 -0,14 0,04 4,4 0,9
L368 -0,7 0,19 0,76 0,14 -0,34 0,07 1,67 0,31
L243 -0,31 0,1 0,8 0,13 -0,12 0,04 1,39 0,25

5. tablazat: A fluoreszcencias jelzés kvantitativ hatasa az antitest
affinitasara €s a festeék kvantumhatasfokara. A kitevok a kotott frakciok e€s
az antitest torzsoldatainak DOL fiiggd fluoreszcencia intenzitasanak
illesztésbol szarmaznak. A DOL fiiggé fluoreszcencia intenzitasok a 8.
abran lathatoak, melyeket a 28. és 29. egyenletek alapjan illesztettiik. Egy
fluorofor relativ kvantumhatasfoka egy k szamu festékkel rendelkezd
antitest esetében a kovetkezd egyenlettel modellezhetd Q=k*. A modell
szerint a k szamu fluoroforral jeldlt antitest disszociacios allanddja (Kgk) a
Kax=Kao (k+1)” egyenlet szerint valtozik, ahol a Kgp a jeloletlen antitest
disszociacios allandoja (4. tablazat). Minél nagyobb a kvantumhatasfok
vagy a Kq kitevdjének abszolut értéke, annal jelentdsebb a jeldlés hatasa az
adott paraméterre. A méréseket SKBR-3 (trastuzumab), A431 (Mab528), és
JY (W6/32, L243, L368) sejteken végeztiik.

Mivel a modell egyes feltételezései elhanyagoljak a fluoroforral jeldlt antitestek valos
viselkedésének egyes aspektusait (pl.: ligand deplécidé hidnya, antitest specieszek Poisson

eloszlasa), ezért az altala josolt eredményeket eldvigydzatosaggal kell értelmezni. Mindezek
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ellenére az illesztésre alkalmazott modell mégis jelentds eredményt adott, egyértelmii
informaciot a mogottes folyamatokrol, melyek egybevagtak a kisérleti eredményeinkkel (pl.:
a jelolés hatasa az antitestek affinitasasra 1. 4. tablazat). Levonhat6 az a kovetkeztetés, hogy a
kotott €és a szabad antitestek fluoreszcencidja eltérden fiigg a jeldlési aranytol. Ez az eredmény
alatamasztja azt a hipotézisiinket, miszerint ugyanabban a tdrzsoldatban 1évd, kiilonboz6
DOL-Ial rendelkez6 antitest specieszek eltérd affinitassal rendelkeznek. Tovabbd még az is

nyilvanvalova valt, hogy a kotott és nem kotott antitestfrakceiok jelolési aranya eltéro.

6.1.3. A szabad és kotott antitestek fluoreszcencia intenzitasainak szimulalasa

Az ¢léz6 fejezetben bemutatott eredményeink értelmezése arra utal, hogy
fluoroforfliggd valtozasok torténnek a kvantumhatékonysagban, és az antitestek affinitasaban
a jelolés hatdsdra. A tovabbiakban szerettiink volna kvantitativ magyardzatot adni a két
kiilonbozé AlexaFluor festék eltérd viselkedésére. A modell részletei mar az elméleti és
anyagok-modszerek részben bemutatasra keriiltek.

Azt feltételezziik, hogy egy antitest torzsoldat kiilonbozd jelolési aranyu antitest
specieszeket tartalmaz. Ezek a fluoreszcensen jeldlt IgG specieszek mas-mas affinitassal és
kvantumhatékonysdggal rendelkeznek, és versenyeznek ugyanazon epitop kotéséért. A
torzsoldat és a kotott frakcid josolt fluoreszeencia intenzitasat a 28. és 29. egyenlet alapjan

hataroztuk meg, négy kiilonboz6 esetben. Az eredmények két hataresetét a 9. dbra mutatja.
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9. abra: Modellszamitds az antitest torzsoldatok és ezek kotott antitest
frakcidinak fluoreszcencia intenzitds meghatarozasara. Azt feltételezziik,
hogy egyetlen antitest molekula fluoreszcencia kvantumhatasfoka és
disszociacios allanddja ezen egyetlen molekula jelolési aranyatol fiigg. Az
A részen (bal oldali 4brak) az antitestek affinitdsa fiiggetlen a jelolési
aranytol, ugyanakkor a kvantumhatékonysaguk azzal aranyosan csokken. A
B részben (jobb oldali abrak) a kvantumhatékonysag allando és az antitest
affinitas csokken a novekvé F/P-vel. A kvantumhatékonysag és a
disszocidcids allando fliggését egyetlen IgG esetében a jeldlési aranytol az
alsé abrak mutatjak. Feltételezziik, hogy egy antitest torzsoldat kiilonb6z6
DOL-lal rendelkezd egyedi antitesteket tartalmaz, melyek eloszldsa Poisson
eloszlast kovet. Az antitest torzsoldatok és a sejthez kotott frakciod
fluoreszcencia intenzitdsit a mar emlitett 28. és 29. egyenlet alapjan
szimulaltuk (felsd abrak). A sejtekhez kotott gorbék kiszamitdsahoz 50
pg/ml antitest koncentraciot feltételeztiink. Annak érdekében, hogy az abrak
Osszehasonlithatoak legyenek a mért kisérletes eredményekkel (8. abra), a
szamolt értékeket is normalizaltuk a legkisebb DOL-ra. A szaggatott fekete
vonal azt mutatja, hogy a fluoreszcencia intenzitas hogyan fliggene a DOL-
tol, hogyha a jel6lés nem befolyasolna sem a disszocidcios allandot, sem a
kvantumhatékonysagot. A sejthez kotott frakcid atlagos jelolési ardnyat a
kozépsd abrak mutatjak. A bal felsé abran csak a piros vonal latszik, mivel a
piros és fekete gorbék egymassal atfednek.
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Ha a fluoreszcens jelolés nem befolyasolja az antitest affinitasat, akkor a torzsoldat és a
kotott frakeid normalizalt fluoreszcencia intenzitdsa teljesen atfedne annak ellenére, hogy a
kvantumhatékonysag csokkenne a DOL novekedésével. Ha a kvantumhatékonysag allando,
de az antitestek affinitasa csokken magas DOL hatasara, akkor a torzsoldat fluoreszcenciaja
linedrisan néne, mig a kotott antitestek normalizalt fluoreszcencia intenzitdsa kevésbé
meredeken emelkedne. Lathato, hogy trividlis esetekben a modell megjosolja a vart
eredményeket. A tovabbiakban két Osszetett modellt elemeztiink, ahol a jelolés mind az
antitest affinitasat, mind a festék kvantumhatékonysagat befolyasolja. Az 1. modell esetében
az antitest affinitas romlasa a hangsulyosabb, mig a 2. modellben a kvantumhatékonysag
érzékenyebb a jelolésre. Az 1. és 2. modell visszaadja a két AlexaFluor festék eltérd
viselkedését. A 2. modellnél a kotott antitestek normalizalt fluoreszcencia intenzitasa
magasabb, még az 1. modellt vizsgilva ez forditott, az antitest torzsoldatok intenzitasa volt
magasabb (10. abra). Ha a fluoreszcens jelolés sokkal inkabb a kvantumhatékonysagot
befolyasolja, mint az antitest affinitast, akkor a kotott frakcid normalizalt intenzitasa
varhatdéan nagyobb lesz, ami az AlexaFluor546 esetére volt jellemz6. Masrészt, ha az antitest
affinitds sokkal érzékenyebb a fluoreszcens jeldlésre, mint a kvantumhatékonysag, akkor a
torzsoldatok normalizalt intenzitasa lesz magasabb. Ez jellemzi az AlexaFluor647 esetét (8.
abra). Annak ellenére, hogy a torzsoldatok akar 5-6s F/P-vel is rendelkeznek, a kotott
antitestek jelolési aranya mégis ~3-4 koriil maradt. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a kotott
frakcio josolt atlagos fluoreszcencia intenzitasa kisebb, mint a torzsoldatoké mindkét modell

esetében.
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10. abra: Antitest torzsoldatok és ezek kotott frakcidinak fluoreszcencia
intenzitasaival kapcsolatos modellszamitasok. Azt feltételeztik, hogy
egyetlen antitest molekula kvantumhatékonysaga és disszociacids allandoja
ezen egyetlen molekula jel6lési aranyatol fiigg. Az 1. (A, baloldali
grafikonok) és 2. modellben (B, jobb oldali grafikonok) mind az antitest
affinitasat, mind a festék kvantumhatékonysagat jelentdsen befolyasolja a
jelolés. Az alsd abrak mutatjak, hogy a modellben szerepld feltételezés
szerint hogyan fiigg a kvantumhatékonysag és a disszociacios allando a
jelolési aranytol egyetlen IgG molekula esetében. Azt is feltételeztiik, hogy
egy bizonyos atlagos DOL-lal rendelkez6 antitest torzsoldatban eléfordulo,
kiilonb6z6 jeldlési arannyal rendelkezd antitest specieszek eloszlasa Poisson
eloszlassal jellemezhetd. Ezen antitest torzsoldatok €s a kotott frakcioik
fluoreszcencia intenzitasat a mar emlitett 28. és 29. egyenlet szerint
modelleztiik (fels6 abrak). A sejthez kotott gorbék kiszamitasdhoz 20
ug/ml-es antitest koncentraciot feltételeztiink. Annak érdekében, hogy ezek
a grafikonok Osszehasonlithatoak legyenek a kisérletes eredményeinkkel (8.
abra), az értékeket normalizaltuk a legalacsonyabb DOL-ra kiszamolt
értékhez. A szaggatott vonal jelzi a vart fluoreszcencia intenzitdst, ami
abban az esetben kovetkezne be, ha a fluoreszcens jel6lés nem befolyasolna
sem a kvantumhatékonysagot, sem az antitestek affinitasat. A kozépso
abrakon lathat6 a sejthez kotott antitest frakcid atlagos jelolési aranya.
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6.1.4. A Kkotott antitest frakcid jelolési aranyanak meghatarozasa

fluoreszcencia anizotropia mérésekkel

Habér az el6z6 fejezetekben bemutatott kisérletes eredményeink és a modellezés
ramutatott a kotott és nem kotott antitest frakciok jelolési aranyainak kiilonbségére,
megprobaltunk egy fiiggetlen modszert taldlni, hogy ezeket az eredményeket
megerdsithessiik.  Mivel a homo-FRET érzékeny mérési lehetéséget nyujt arra, hogy
meghatarozzuk hany spektroszkopiailag azonos molekula van Forster tavolsagon beliil [88],
[92]-[95], ezért fluoreszcencia anizotropia méréseket végeztiink. A sejteket kiilonb6zé F/P-ji
antitest torzsoldatokkal jeldltiik, majd lizalast és immunprecipitaciot kovetden visszanyertiik a
sejtekhez kotott antitest frakciot. Ezt kovetden megmértik az izolalt antitestek és a
torzsoldatok  anizotropiajat  egyarant. Azért, hogy megvizsgaljuk, van-e az
immunprecipiticionak barmilyen hatasa az antitestekre, illetve méréseinkre, az alkalmazott
antitest oldatokat ugyanugy immunprecipitaltuk mint ahogyan a sejtes mintakat. A torzsoldat
fluoreszcencia anizotropiaja csokken a jelolési arany fliggvényében a 34. és a 35. egyenlet
szerint. A kezeletlen és immunprecipitalt antitest torzsoldatok anizotropidja nem kiilonbozik
egymastol, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a sejteken alkalmazott immunprecipitacionak
nincs jelent6s hatasa az anizotropiara (11. abra). Masrészrol a sejthez kotott antitestek
anizotropigja jellemzden magasabb volt, mint a térzsoldatoké mind a két AlexaFluor festék
esetében. Ez arra utal, hogy a sejthez kotott antitestek jelolési aranya alacsonyabb. Bizonyos
esetekben (pl.: AlexaFluor647-trastuzumab, AlexaFluor546-L368, AlexaFluor647-L368) a
sejthez kotott antitestek anizotropiaja alig csokkent, annak ellenére, hogy a sejteket egyre
magasabb F/P-jii oldatokkal jeloltiik meg. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy szinte csak
alacsony jelolési arannyal rendelkezd egyedi antitest molekuldk kotddtek a sejtekhez. Az
Mab528-as antitest kivételt képzett a szabaly alol. Esetében mind a harom anizotropia gorbe
szinte tokéletesen atfed egymassal, megerésitve azt, hogy ebben az esetben a fluoreszcens

jelolésnek nincs jelentds hatasa az antitest affinitasara, mint ahogy lathat6 volt a 8. dbran.
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aranyt antitest oldatok fluoreszcencia anizotropidjat fluorimetriaval
hataroztuk meg (@). Az atlag anizotropia értékeket Runnels és Scarlata 34.
egyenlete szerint illesztettiik. Az illesztés eredménye az abra jobb felsd
sarkaban lathatd (d=R¢/R, r; pedig az antitesten 1év6 egyetlen fluorofor
becsiilt anizotropiaja; a zardjelben 95%-0s konfidencia intervallum lathato).
Antitest torzsoldatokat (O) és antitestekkel jelolt sejteket (A)

crer

fluoriméterrel mértik meg. A hibajelek a kozépérték kozepes hibajat
mutatjak (n=3-5).

Habar ugy latszik, az AlexaFluor546-tal és AlexaFluor647-tel torténd konjugacio eltérd
modon befolyasolja az antitestek affinitasat a 8. abra alapjan, az anizotropia mérések (11.
abra) ugyanazt a tendenciat mutatjadk mind a két festék tekintetében. A tovabbiakban az el6z6
fejezetben bemutatott modellt alkalmaztuk, melyet ugy bévitettiik ki, hogy vegye figyelembe
a fluoroférok kozott lejatszodd homo-FRET fiiggd anizotropiat (1. részletesebben az
»Elmélet” fejezetben) a torzsoldatok, illetve a kotott frakcido esetében. A szamitasok
eredménye megjosolja, hogy a kotott antitestfrakcid magasabb fluoreszcencia anizotopiaval
jellemezhetd fiiggetleniil attol, hogy a festékkel torténd konjugacié hogyan befolyasolja az
hasznaltuk, és ezekrdl az abrakrol leolvastuk a kotott frakcid atlagos jeldlési aranyat (ezt a
célkereszt mutatja a 12. abran). A kotott frakcid atlagos DOL-ja, amit az anizotropia

g0rbékbdl hataroztunk meg, rendkiviil jol megegyezik a 10. abran bemutatott szamitasokkal,
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ami azt mutatja, hogy az anizotropiamérések alkalmazhatoak a kotott frakci6 DOL
meghatarozasadra. A kisérletes eredményeink és a modellszamitdsok arra engedtek
kovetkeztetni, hogy a sejthez kotott antitest atlagos jelolési aranya jellemzden alacsonyabb,

mint a torzsoldatok jeldlési aranya.

Kotott
Szabad
Ky €s Q modell 1 Ky és Q modell 2
anizotrépia modell 1 anizotrépia modell 1
3,3 3,8
0,25 0,25 1
& 0,20 © 0,20 |
Q. Q.
\9 ~e I
9 3
N 0,15 ’é‘ 0,15 I
< <
0,10 010 ——— — 7[
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Atlag DOL Atlag DOL

12. abra: Antitest torzsoldatok (fekete gorbe) és azok sejthez kotott

crer

oldatokat feltételeztiink, amiben a kiilonb6zd jel6lési aranyt antitestek
eloszlasa Poisson eloszlast kovet. Az antitest torzsoldatok és azok kotott

crer

szimulaciot hat kiillonbozo feltétel mellett végeztiik el. “Kg és Q modell 17
és “Kg és Q modell 2”” megfelel a 10. abran bemutatott 1. és 2. modellnek.
Roviden, a megndvekedett DOL hataséara az 1. modell esetében az affinités
csokken, még a 2. modellben inkabb a kvantumhatékonysag. Az anizotropia
modellt az elméleti rész ismerteti, mely szerint az anizotropia a 35.
egyenletnek megfelelden valtozik. A célkeresztek segitenek azonositani a
kotott frakcio atlagos jelolési aranyat, melynek szammal kifejezett értéke az
adott grafikon felett lathat6, amikor az antitest torzsoldat jelolési ardnya 6t.

6.1.5. Az antitest jelolés hatdsa a fluoreszcencia €lettartamra és a fluoroforok

spektrumara

Az el6z0 fejezetekben bemutatott eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy egy
tobbszorosen jelolt fluoreszcens antitest csokkent fényességgel rendelkezik. Kivancsiak
voltunk arra, hogy statikus vagy dinamikus kioltds all-e a jelenség hatterében, ezért
fluoreszcencia ¢€lettartam méréseket végeztiink a frekvencia doménben antitest térzsoldatok

74



hig oldataval. Meghataroztuk az AlexaFluor546-tal és Alexafluor647-tel jelolt antitestek
latszolagos fazis és modulacios élettartamat, majd az eredményeket normalizaltuk a legkisebb
DOL-Ial rendelkezd antitest esetében mért élettartamra. Ugyanazon antitest térzsoldatok
fluoreszcencia intenzitasat kiilon-kiilon meghataroztuk fluoriméterrel, majd szintén
normalizaltuk a legalacsonyabb DOL-lal rendelkezé antitest fluoreszcencia intenzitasara, és a
normalizalt élettartam mellet a DOL fliggvényében abrazoltuk (13. abra). Noha a normalizalt
fluoreszcencia élettartam csOkkent a novekvé DOL-Ial, ezen valtozas mértéke mégis sokkal
kisebb volt, mint a normalizalt fluoreszcencia intenzitas valtozasa, ami azt jelenteti, hogy a
csOkkent kvantumhatékonysag részben statikus kioltasnak kodszonhetd. Az 1243 antitest
hatarozottan kivételt képezett, mert az élettartam csokkenés mértéke majdnem akkora volt,

mint a fluoreszcencia intenzitas csokkenésé (13. abra).
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13. abra: Kiilonb6zd jelolési ardnnyal rendelkezd antitest tdrzsoldatok
fluoreszcencia élettartama ¢€s intenzitasa. Az antitestek fluoreszcencia
élettartamat a frekvencia doménben hataroztuk meg, majd ezt kdvetden a
legkisebb jelolési aranyt antitest élettartamara normalizaltuk. A
legalacsonyabb DOL-értékkel rendelkez6 antitest nem normalizalt
fluoreszcencia ¢lettartama minden abran lathato. Ugyanezen oldatok
fluoreszcencia intenzitdsdt fluoriméterrel hataroztuk meg, ¢és a
fluoreszcencia  intenzitdsokat az  Osszehasonlithatosag  kedvéeért
normalizaltuk a DOL-ra és a legkisebb DOL-lal rendelkezd antitest
intenzitasara. A hibajelek a kozépérték kozepes hibajat mutatjak (n=3).

Azért, hogy kideritsiik hogy a nem fluoreszcens dimerek, masnéven H-aggregatumok
[96] hozzajarulnak-e a kioltas folyamatahoz, felvettik a fluoroforral konjugalt antitestek
abszorpcids €s gerjesztési spektrumat. Az abszorpcids spektrumokban a f6 abszorpcids
savhoz képest kék iranyban eltolodott csucs megjelenése és DOL-fiiggd ndvekedése, €s ennek
a savnak a hidnya az excitacios spektrumokban azt jelenti, hogy nem fluoreszcens festék
aggregatumok vannak jelen (14. abra). A szabad, nem konjugalt festékek abszorpcios

spektruma monomer specieszek spektrumat jelenti. Ezt két tényezdé bizonyitja: (i) a 3 és 10
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uM-os festékoldatok spektruma teljesen atfedett egymassal (be nem mutatott adat); (i1) a
cianin tipust festékek kéztudottan nem aggregalddnak alacsony mikromoélos koncentracidban
[97]. Ennek ellenére egy kis cstics mégis megfigyelhetd a f6 abszorpcios sav mellett a
rovidebb hullamhossz tartomanynal, melyek jelenléte a vibraciés atmenetnek tulajdonithato
[97]. AlexaFluor647 festék esetében az antitesthez kotott festékek gerjesztési spektruma eltér
a szabad festékétdl, mig AlexaFluor546 esetében a gorbék atfednek egymadssal. A cianin
festékekr6l ismert, hogy cisz- és transz-izomereket képeznek, melyek spektroszkopiailag
enyhén eltérnek egymastol. Ez okozhatta a kiilonbséget AlexaFluor647 festékkel torténd
konjugéacio esetében a szabad festékekhez képest [98]. Osszegzésként elmondhatod, hogy az
¢lettartam mérések és a spektralis adatok 6sszhangban vannak: a fluoreszcencia kioltashoz a

festék aggregatumok jelentdsen hozzajarulnak.
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6.1.6. Egyedi antitestek fluoreszcencia intenzitas eloszlasa a torzsoldatban és

sejthez kotott antitestek jelolési aranya alacsonyabb, mint a jellésre hasznalt antitest
oldatoké, mivel a tobbszorosen jelolt antitestek alacsony affinitdsuk miatt alulreprezentaltak a
kotott frakcioban. Annak érdekében, hogy még jobban megbizonyosodhassunk arrol, hogy a
fenti kovetkeztetéseink helyesek, egyedi molekula méréseket végeztiink AlexaFluor546-tal és
AlexaFluor647-tel jelolt antitest torzsoldatokkal, illetve azok sejthez kotott frakciodival.
Kelléen higitott antitest oldatokat immobilizaltunk epoxival kezelt fed6lemezen azért, hogy
egy detektalt fluoreszcens folt valoban egyetlen antitesttél szarmazzon. Ugyanebbdl az okbol

a sejteket is kelléen hig antitest oldatokkal jeloltiik meg, és mindkét tipusii minta esetében a
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14. abra: Az AlexaFluor546 és AlexaFluor647 szabad és antitesthez
konjugalt festékek abszorpcios és gerjesztési spektrumai. Az 3 uM-o0s
koncentracioja  fluoroférral konjugdlt antitest oldatok abszorpcios
spektrumat fotométerrel rogzitettiik. A gerjesztési spektrumok felvételekor
20 nM-os antitest oldatokat hasznaltunk és AlexaFluor546 esetében 610 nm-
en, mig AlexaFluor647 esetében 690 nm-en mértik az emissziot. A
spektrumokat normalizaltuk a csucsértékekre. A nem konjugalt szabad
festékek esetében az abszorpcios és excitacios spektrumokat 3 pM-os,

illetve 20 nM-os koncentraciok mellett rogzitettiik.

a sejthez kotott frakcioban

z Osszes el6z6 kisérletes és elméleti eredménylink arra enged kovetkeztetni, hogy a
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fed6lemezhez kozeli sikrol vettiink fel képeket. A hattér (,,sotét 1gG”) meghatarozasdhoz
feddlemezhez-, illetve sejthez kotott AlexaFluord488 festéket hasznaltunk. Az AlexaFluor488
jel segitségével megkerestiik a feddlemezhez kozeli sikot, majd a képeket az AlexaFluor546
vagy AlexaFluor647 csatornaban rogzitettiik. Az AlexaFluord88-cal jelolt mintak azért
hasznalhatoak negativ kontrollként, mert az AlexaFluor488 atvilagitdsa elhanyagolhaté az
AlexaFluor546 és AlexaFluor647 csatornakba. Ezek a mérések bizonyitottak tovabba, hogy
az AlexaFluorb46- és AlexaFluor647-konjugalt antitestek jele er6sebb, mint az

autofluoreszcencia (15. abra).
EE— )
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15. abra: Reprezentativ egyedi molekula fluoreszcencias képek.
AlexaFluor546-tal vagy AlexaFluor647-tel jelolt trastuzumab antitesteket
epoxival kezelt fed6lemezhez rogzitettiink, illetve SKBR-3 sejteket
jeloltink veliik. A fedélemezhez és sejthez kotott antitestekrél képeket
vettiink fel fotonszamlaldé modban (Fluoreszcens 1gG). A hattér
meghatarozasahoz (“Sotét 1gG”) a fed6lemezt és a sejteket AlexaFluor488-
konjugalt antitestekkel jeloltiik, hogy megtalaljuk a minta fedélemezhez
kozeli rétegét. Miutan megtalaltuk a megfeleld réteget, képet készitettiink
AlexaFluor546-nak és AlexaFluor647-nek megfeleld beallitasok mellett.

Megvizsgaltuk a fluoreszcens foltok intenzitaseloszlasat a torzsoldtatok és a sejthez
kotott frakcid esetében is, melyhez nagy jeldlési ardnytt (DOL=3,8) AlexaFluor647-
trastuzumab antitestet hasznaltunk. Az ilyen magas F/P-jii antitest oldatoknal azt varjuk, hogy

szamos, 3-4 fluoroférral konjugalt antitestet tartalmaz, és a benne 1évé antitest specieszek
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eloszlasa Poisson eloszlast kovet. Meglepd mddon a torzsoldat vizsgalatakor az alacsony
intenzitassal rendelkezd foltok fordultak eld a leggyakrabban, ami ellentétes a Poisson
eloszlassal (16. abra). Ezt a jelenséget a magas jelolési arany és a kvantumhatékonysag
kozotti forditott aranyossagnak tulajdonitottuk. Az antitestek atlagos intenzitdsat minden
egyes folt fotonszamabol szamoltuk ki, ami 3,8 F/P-jii antitest esetében csak ~25%-kal volt
magasabb, mint a 0,9 DOL-lal rendelkezd antitest intenzitasa, ami Osszhangban volt a 8.
abran bemutatott eredményekkel. Az antitest torzsoldatok és a sejthez kotott antitestek
intenzitaseloszlasanak oOsszehasonlitdsakor azt tapasztaltuk, hogy egy magasabb jelolési
arannyal (DOL=3,8) rendelkez6 AlexaFluor647-trastuzumab esetén a magas DOL-lal
rendelkezé molekula specieszek egyértelmiien alulreprezentéltak a sejthez kotott frakcioban.
AlexaFluor647-trastuzumab egy alacsonyabb jel6lési aranya (DOL=0,9) antitest oldatat
vizsgalva nem talaltunk jelentds kiilonbséget a kotott antitestek ¢és a  torzsoldat
intenzitaseloszlasaban (16. abra). Tulajdonképpen, amikor megfigyeltiik az AlexaFluor647-
trastuzumab kotott frakcidjanak intenzitaseloszlasat 3,8-as DOL, illetve 0,9-es DOL esetén,
azt lattuk, hogy a gorbék tulajdonképpen azonosak voltak. Mindezek a megallapitasok
megegyeznek a 11. abra kovetkeztetéseivel. Megvizsgaltuk az AlexaFluor546-jelolt
trastuzumab-ot (DOL=1,9) is, ahol szintén azt tapasztaltuk a magas DOL-lal rendelkez6
egyedi molekuldk kevésbé voltak jelen a sejthez kotott frakcidban, habar ez a hatas nem volt
akkora mértékli, mint a nagy F/P-ji AlexaFluor647-trastuzumab estében, ami szintén
egybevag a 11. abraval. Ezek az eredmények Osszhangban vannak az el6z6 fejezetben
bemutatott eredményekkel is (8. és 11. abrak).

Levonhaté az a kovetkeztetés, hogy az egyedi molekula mérések megerdsitik az
aramlasi citometrias és fluoriméteres intenzitas, illetve anizotropias kisérletek eredményeit,
melyek szerint egy antitest torzsoldaton beliil az alacsonyabb jelolési arannyal rendelkezd

antitestek a legtobb esetben jobban kotddnek antigénjeikhez.
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16. abra: Szabad és sejthez kotott antitestek egyedi molekula mérései. A
sejteket az abran feltiintetett jelolt és jeloletlen antitestek (1:500 és 1:1000)
keverékével jeloltiik azért, hogy a jelolt, membrankotott antitestek szamat
olyan mértékben csokkentsiik, hogy egy diffrakcid limitalt fluoreszcens folt
valoban egyetlen antitestnek feleljen meg. Antitest torzsoldatokat két
kiilonb6zé koncentracioban (0,1 pg/ml és 0,05 pg/ml) immobilizaltunk
epoxival kezelt feddlemezek felszinén. Mind a sejthez kotott, mind az
epoxival bevont fedélemezhez kovalensen kikotott antitestekrdl ugyanolyan
feltételek mellett képeket készitettiink. A feddlemez felszinéhez lehetd
legkozelebb esd sikban képeket készitettiink foton szamlalé modban, és
megvizsgaltuk a fluoreszcens foltok intenzitasat. A piros korok jelzik a
kiilonboz6 jeldlési aranyu szabad és sejthez kotott anitestek gyakorisaganak
kiilonbségét magasabb intenzitas esetén.
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6.2. A fluorofér szaturacid6 hatranyos hatasainak csokkentése FRET

mikroszkopia soran

Magas gerjesztési foton-fluxus esetén elméleti megfontolasok miatt csokken a FRET
indukalta donor fluoreszcencia kioltas, mert ilyenkor az energiatranszfer altal relaxalodott

donor szinte azonnal jra gerjesztett allapotba keriil (17. abra).

— FRET (csak szingulett)
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17. abra: A donor szaturacio jelensége és hatasa a FRET hatékonysagra.
Meghataroztuk a fluorofor szaturacio mértékét a foton-fluxus fliggvényében
triplet allapot jelenlétében €s hidnyaban egyarant (szaggatott vonalak, 1=4,1
ns, £=73000 M'em™?, ki=7,3-10° s?, k;=10° s?). A fluoreszcencia
¢lettartam és a molaris abszorpciés koefficiens megegyezik az
AlexaFluor488 értékeivel, mig a sebességi allandokat ugy valasztottuk meg,
hogy 1 ps-os triplet élettartamnak és 0,03 triplet kvantumhatasfoknak
feleljenek meg. Feltételeztiikk, hogy ez a fluorofér donorként funkcional
FRET soran, melynek transzferhatékonysiga 0,4. Modelleztik ezt a
rendszert triplet allapot jelenlétében és hidnydban egyarant, ami soran a
FRET hatékonysagot a szaturaciot figyelmen kiviill hagyd hagyoményos
képlet alapjan szamoltuk ki (folytonos vonalak).

A jelenség kvantitativ atgondolasat mar az elmélet ciml fejezetben ismertettem, ami
megjosolja, hogy a donor kioltasabol szamolt FRET hatékonysag (Eisszolagos, |- »,Elmélet” 42.
egyenlet) csokken a szaturalddott donorok fliggvényében (Dsy, I. ,,Elmélet” 38. egyenlet). A
42. egyenlet atrendezése lehetdséget nyujt arra, hogy a FRET hatékonysagot donor

szaturaciora korrigaljuk (l. ,,Elmélet” 43. egyenlet).
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Mivel a konfokalis mikroszkopiaban altalanosan hasznalt gerjesztd foton-fluxus
gyakran esik olyan tartoményba, ahol a szaturacio jelensége jelen van (18. abra) ugy véltik,

hogy ezt a problémat érdemes tovabb vizsgalni.
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18. abra: Foton-fluxus mérése. Az x tengelyen harom kiilonboz6 1ézervonal
intenzitdsanak mikroszképon hasznalt szazalékos skalan torténd beallitasa
lathatd. A valds teljesitményt megmértiikk a fokuszsikban és atalakitottuk
foton-fluxussa.

A korabban emlitett 42. egyenlet megjosolja 8Z Ejsssiaeos gerjesztd foton-fluxustol fiiggd
hanyatlasat kisebb, illetve nagyobb elméleti FRET értékek esetében is (6. abra).

A fluorofor szaturaciot a tiltott atmenet jelentésen befolyasolja, mivel a festék
populaciok akar 50-80%-a is felhalmozddhat triplet allapotban [99], ami a latszolagos FRET
hatékonysagra is hatassal lehet. Az elméleti részben leirtak szerint a donorkioltasbol szdrmazo
latszolagos FRET hatékonysag a szaturalodott donorok aranyaval csokken, még akkor is, ha
triplet allapotban halmozodnak fel (1. ,,Elmélet” 48. és 53. egyenlet).

Az 53. egyenlet alapjan két fontos kovetkeztetést vonhatunk le: (i) nem a gerjesztett
allapotban 1évd donorok, hanem az S1 allapot normalizalt, szaturdlodott hanyada hatarozza
meg a donor kioltas alapjan szamolt FRET hatékonysag csokkenését. (ii) Ha a gerjesztett
molekulak triplet allapotban felhalmozdodnak, akkor a FRET hatékonysag latszolagos
hanyatlasa még nagyobb mértékii lesz (17. abra). A fentebb emlitett megfigyelések lehetévé
teszik azt, hogy korrigaljuk a latszolagos FRET hatékonysagot a donor szaturacidra. De
kisérletes munkak eldtt még két problémat szamitasba kell venniink. (i) A donor szaturaciot és
a FRET frusztraciot is figyelembe vevé egyenletrendszer expliciten tartalmazza a foton-
fluxust. (ii) A fluorofor szaturacié pontos joslasahoz sziikséges Kisc €s Kon paramétereket nehéz

kisérletesen meghatarozni. A foton-fluxus meghatarozasat nem lézerintenzitas-mérével
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hajtottuk végre, hanem a kiilonb6z6 gerjesztési foton-fluxusok mellett mért fluoreszcencia

intenzitasokra illesztettiik a 54. egyenletet, amibdl megkaptuk a foton-fluxust (20. abra).
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19. abra: A latszolagos foton-fluxus meghatarozasa fluorofér szaturaciobol.
AlexaFluor488 festék 50 nM-os oldatanak megmértiikk a fluoreszcencia
intenzitdsit a feddlemez aljdhoz lehetd legkdzelebb négy kiilonbozd
lézerintenzitas mellett, ami 1%, 5%, 10% és 15%-0s mikroszkop
bedllitasnak felel meg. A fluoreszcencia intenzitdsokat az 1%-on mért
fluoreszcencia intenzitasra normalizaltuk €s a normalizalt értékekre az 54.
egyenletet illesztettiik. Az illesztéssel megadhatdé a becsiilt foton-fluxus
(Dpecsit), ami megkozelitdleg kétszer nagyobb a valds, mért foton-fluxusnal
(Dyaes) AlexaFluord488 esetében. A valdos foton-fluxus az abran kozépen,
fent lathat6. A vizszintes skédla a Iézerteljesitményt mutatja mind a
mikroszkopon  allithatd  szazalékos  skalan, mind az  optikai
teljesitménymérével mért valos foton-fluxus skalan (n=3).

Ha a triplet allapotban felhalmozodik a festék, az ebbdl az illesztésbdl szarmazo foton-
fluxus (Diaszs1ag0s) thlbecsiili a valos foton-fluxust (I. ,,Elmélet” 55. egyenlet). Ha a triplet
allapot jelen van a festékeknél, de olyan modellt alkalmazunk a FRET hatékonysag
latszolagos csokkenésének joslasara, ami figyelmen kiviil hagyja ezt a triplet allapotot (l.
»Elmélet” 43. egyenlet), akkor a FRET hatékonysag latszolagos csokkenésének pontos
becslését kapjuk, ha nem a valds, hanem a latszolagos foton-fluxust hasznaljuk (I. ,,Elmélet”
56. egyenlet). Kovetkeztetésképpen, az altalunk javasolt modszer csak a latszolagos foton-

fluxus meghatarozasat igényli, mely konnyen meghatarozhaté a fluorofor szaturaciobol
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ahelyett, hogy bonyolult méréseket végeznénk az S1->T1 atmenet sebességi allandojanak
meghatarozasara.

Az Elmélet” fejezetben bemutattam a fluoroférszaturaciot figyelembe vevo
egyenletrendszert (62. egyenlet), amely megsziinteti az intenzitasalapi FRET hatékonysag
foton-fluxustol valé fiiggését. A FRET hatékonysag intenzitasalapi meghatarozasahoz
szilkséges az o paraméter meghatarozdsa, ami a gerjesztett allapotd akceptorok
detektalhatdsagat viszonyitja a gerjesztett donorok detektalhatosdgahoz. Az o faktor gerjesztd
foton-fluxusra torténd korrekcidjat és a spektralis korrekcios faktorok levezetését az
»Elmélet” részben részletesen Kifejtettem. Az eredmények részben eddig targyalt egyenletek
nem vették figyelembe a FRET frusztracio jelenségét, mely akkor jon létre, amikor az
akceptor gerjesztett allapotban van, és emiatt a donor nem tud FRET 4ltal relaxalédni. Egy
masik egyenletrendszert is 1étrehoztunk, mely figyelembe veszi a fluorofér szaturaciot és a
FRET frusztraciot egyarant (részleteiben 1. ,,Elmélet” 69. egyenlet).

AlexaFluor488-AlexaFluor546 donor-akceptor par esetében a FRET értékek
meghatarozdsdra a fentieckben emlitett alapelveket alkalmaztuk. Vérakozasainknak
megfelelden a FRET hatékonysag csokken, még az a értéke meredeken né a donort gerjesztd
lézerintenzitas novelésével (20. abra). Az a faktor fluorofor szaturaciora torténd korrigalasat
kovetden fliggetlenné valt a foton-fluxustol. A FRET hatékonysagot harom kiilonb6z6 médon
korrigaltuk: (i) a hagyomanyos egyenletet korrigaltuk a 43. egyenlet szerint, (ii) a fluorofor
szaturacioval szamolo, de FRET frusztraciot mell6zd, (iii) fluorofér szaturacidt és FRET
frusztraciot egyarant figyelembe vevd egyenleteket hasznalva. Az elsd két esetben megegyezd
eredményeket kaptunk, a FRET hatékonysag kevésbé fiiggott a foton-fluxustol. A harmadik
korrekcidos modszer szinte teljesen megsziinteti a FRET hatasfok gerjeszté foton-fluxustol

valo fiiggését.
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20. abra: FRET ¢és a értékek AlexaFluor488-AlexaFluor546 donor-akceptor
par esetében. (A) SKBR-3 sejteket AlexaFluor488-trastuzumab vagy
AlexaFluor546-trastuzumab antitestekkel jeloltiink, és mind a donorral,
mind az akceptorral jelolt minta fluoreszcencia intenzitasat a donor, illetve a
FRET csatornaban megmértiik 488 nm-es l1ézer valtozd intenzitdsai mellett.
Az o értékeit mind a hagyomanyos, fluorofér szaturaciot mell6z6 (.
,Elmélet” 58. egyenlet), mind a javasolt, szaturaciot figyelembe vevo
képletekkel meghataroztuk (1. ,,Elmélet” 59. egyenlet). A folytonos vonal
mutatja a konvenciondlis mdédon szamolt, o értékeket a gerjesztd fény
intenzitasanak fliggvényében (1. ,Elmélet” 61. egyenlet). A valds foton-
fluxus, a latszolagos foton-fluxus és a szazalékos skalan mért intenzitas a
vizszintes tengelyeken lathatdé mindkét abra esetében. (B) A sejteket
AlexaFluor488-trastuzumab, illetve AlexaFluor546-pertuzumab
antitestekkel egyiittesen jeldltiik, majd a fluoreszcencia intenzitdsokat a
donor, FRET és akceptor csatornaban megmertiik a 488 nm-es 1ézer valtozo
intenzitasai mellett. A FRET értékeket négy kiillonb6z6 mddon hataroztuk
meg: hagyomanyos, fluorofor szaturaciot mell6z6 (@), donor szaturaciot
figyelembe vevé (A), donor szaturaciot és FRET frusztracioval egyarant
szamoldé modellel (*), és a hagyomanyos képlet donor szaturaciora
korrigalt (@) (l. ,,Elmélet” 43. egyenlet) valtozatdval. A szaggatott és
folytonos vonalak mutatjdk a hagyomanyos képlettel szamolt FRET
hatékonysag vart valtozasat a valés ¢és latszolagos foton-fluxus
fliggvényében az elméleti rész 42. egyenlete szerint. Az akceptort gerjeszto
foton-fluxus 543 nm-es lézer esetében 9,5-10%! 1/(cm? s) volt, ami 1%-0s
lézerintenzitasnak felel meg. Az abrdkon harom mérés atlaga lathato, és a
hibajelek a SEM értékeket mutatjak.

86



Megvizsgaltuk, hogy a FRET értékek hogyan valtoznak, ha csak a donor-, csak az akceptor-,
vagy mindkét gerjesztd 1ézer intenzitast valtoztatjuk, és eredményeinkbdl az deriil ki, hogy a

donort gerjeszt6 foton-fluxus szamit a leginkabb (21. abra).
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21. abra: Az a faktor és a latszolagos FRET hatékonysag valtozasa a donort
¢és az akceptort gerjesztd 1ézerintenzitas fiiggvényében. (A) SKBR-3 sejteket

AlexaFluor488-trastuzumabbal vagy

AlexaFluor546-trastuzumabbal

jeloltiink, és mindkettd intenzitasait megmértiik a donor, illetve FRET
csatornadban 543 nm-es 1ézer valtozé lézerintenzitasai mellet, mig a 488 nm-
es 1ézert allando 5,8-10% 1/(cm? s) értéken tartottuk, ami a mikroszkop 1%-
0s beallitasanak felelt meg. Az o értékeit mind a hagyomanyos fluorofor
szaturaciot mellézé (1. ,,Elmélet” 58. egyenlet), mind az 10j, Szaturaciot
figyelembe vevod képletekkel meghataroztuk (1. ,,Elmélet” 59. egyenlet). (B)

A sejteket egyarant megjeldltiik
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AlexaFluor546-pertuzumab antitestekkel, majd megmértiik az intenzitasokat
a donor, FRET ¢és akceptor csatornakban, mikézben az 543 nm-es lézer
intenzitasait valtoztattuk, mig a 488 nm-es lézert fix 5,8-10% 1/(cm? s)
értéken tartottuk, ami a mikroszkép 1%-0S beallitasanak felelt meg. A
FRET értékeket harom kiilonb6z6 modon hataroztuk meg: hagyomanyos,
fluorofor szaturaciotol eltekint6 (@), szaturaciot figyelembe vevé (A), és a
szaturacioval és FRET frusztracioval egyarant szamolo (F) egyenletek
segitségével. (C-D) Az A és B abran szereplé mintakat megmértiik olyan
korilmények kozott is, amikor a 488 nm-es €s 543 nm-es Iézerintenzitasokat
egyszerre valtoztattuk, ezt az x tengely mutatja. Az dbrakon harom mérés
atlaga lathato, és a hibajelek a SEM értékeket mutatjak.

Méréseinket szintén kiviteleztik mas donor-akceptor parral is (AlexaFluor546-

AlexaFluor647), melyek ugyanezt az eredményt mutattak (22. abra).
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22. abra: FRET értékek AlexaFluor546-AlexaFluor647 donor-akceptor par
esetén. (A) SKBR-3 sejteket AlexaFluor546-trastuzumab  vagy
AlexaFluor647-trastuzumab antitestekkel jeloltiink, és mind a donorral,
mind az akceptorral jelolt mintak intenzitasait megmértiik a donor, illetve
FRET csatornakban az 543 nm-es lézer valtozo intenzitasai mellett. Az o
értékeit meghataroztuk a hagyomanyos képlettel, (1. 58. egyenlet) és a
szaturaciot szamitasba vevo képlettel (1. 59. egyenlet). A folytonos vonal
mutatja a hagyoményos képlettel szamolt, a értékeket a lézerintenzitas
fiiggvényében (1. 61. egyenlet). A valoés foton-fluxus, a latszolagos foton-
fluxus és a szazalékos skalan mért intenzitas a vizszintes tengelyeken
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lathat6 minden abra esetén. (B-C) A sejteket AlexaFluor546-trastuzumab és
AlexaFluor647-pertuzumab  antitestekkel jeldltiik, ¢€s intenzitasaikat
lemértiik a donor, FRET ¢és akceptor csatorndkban egyarant 543 nm-es 1ézer
kiilonb6z6 intenzitasai mellett. A FRET értékeket négy kiilonb6zé modon
hataroztuk meg: hagyomanyos, fluorofor szaturaciot mell6zé (@), donor
szaturaciot figyelembe vevd (A), donor szaturacioval ¢és FRET
frusztracioval egyarant szamold (™) modokon, valamint a hagyomanyos
képlet donor szaturaciora korrigalt (4) (1. ,,Elmélet” 43. egyenlet)
valtozataval. Az akceptort gerjesztd 1ézer intenzitdsa folyamatosan 1% volt
ami 2,9-10% 1/(cm? s)-os foton-fluxusnak felel meg. Az 4brakon harom
mérés atlaga lathato, és a hibajelek a SEM értékeket mutatjak.

A modszereinket kiprobaltuk fluoreszcens proteinek altal alkotott donor-akceptor (GFP
+ mCherry) par esetében is. Az egyenletrendszert kicsit modositottuk azért, hogy az o és
FRET értékeket ugyanabbol a mérésb6l meghatarozhassuk [24] (I. ,,Elmélet”). Ezek a
mérések szintén megerdsitették azt, hogy a fluorofor szaturaciot figyelembe vevo egyenlet
alkalmazasa sikeresen megsziinteti a FRET hatékonysag fliggését a gerjesztési foton-fluxustol
(23. abra). Itt érdemes kiemelni, hogy GFP esetén a becsiilt, illetve a valds foton-fluxus
azonos volt, ami annak koszonhetd, hogy a GFP nagyon kis valdszintiséggel keriil triplet

allapotba [100].

® Hagyomanyos
A Fluorofér szaturacio
O  Fluorofér szaturacio és
° i FRET frusztracio
Hagyomanyos Lo € Hagyomanyos, korrigalt
A Fluorofér szaturacio Josolt, hagyomanyos
Jésolt, hagyomanyos d(latszolagos)
1,4 0,4
A B
1,2 =
' ‘a 0,3 Q
1,0 S * E
' 3
3 = 0,2 [ ] °
0,8 <
Iy
06 r o0l
0,4 T T T T 0,0
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10

488-nm foton-fluxus (x10%) [1/(cm?s)]

5 10 15
Lézerteljesitmény [%]

488-nm foton-fluxus (x10%) [1/(cm?s)]

0 5 10 15

Lézerteljesitmény [%]

23. abra. Az o és a FRET értékek valtozasa az mCherry-GFP donor-
akceptor rendszerben a gerjeszté lézerintenzitas fliggvényében. (A) A
sejteket mCherry-GFP-s flzios plazmiddal transzfektaltuk, igy a sejtek
olyan fehérjéket termeltek, amik egyiittesen kifejezik mind a két fehérjét. A
fluoreszcencia intenzitdsokat megmértik a 488 nm-es lézer valtozo
intenzitasai mellett, és az a értéket az 58. egyenlet (szaturaciot mell6z0) és
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59. egyenlet (szaturacioval szamold) szerint hataroztuk meg. A folytonos
vonal a hagyomanyos modszerrel szamol, josolt o értékek vart fliggését
mutatja a foton-fluxustol (I. 61. egyenlet). A valés foton-fluxus és a
mikroszkopon allithatd, szazalékos intenzitas a vizszintes tengelyen van
feltiintetve az abra mindkét részén. A latszolagos foton-fluxust nem
tiintettem fel, mivel az azonos a valos foton-fluxussal. (B) Az mCherry-GFP
konstrukttal transzfektalt sejtek fluoreszcencia intenzitdsat megmeértiik a
donor, FRET ¢&s akceptor csatorndkban a 488 nm-es lézer valtozé
intenzitasai mellett. A FRET értékeit négy kiilonb6z6 modon hatdroztuk
meg: hagyomanyos, fluorofor szaturaciot mell6z6 (@), donor szaturaciot
figyelembe vevd (A), donor szaturaciot és FRET frusztraciot egyarant
szamold (™) egyenletekkel, valamint a hagyomanyos képlet donor
szaturaciora korrigalt (@) (l. ,,Elmélet” 43. egyenlet) valtozataval. A
folytonos vonal mutatja a hagyomanyos képlettel szamolt FRET
hatékonysag vart csokkenését a gerjesztd fény intenzitasanak fiiggvényében
a 42. egyenlet szerint. Az akceptort gerjesztd, 543 nm-es lézer foton-
fluxusat 9,5-102* 1/(cm® s)-en tartottuk, ami a mikroszkop 1%-0s
beallitdsanak felel meg. Az abrdkon hirom mérés 4tlaga lathato, és a
hibajelek a SEM értékeket mutatjak.

A fent emlitett modszerek érvényességét ¢€s alkalmazhatdsdgat megerdsiti az, hogy
sikeriilt a szamolt FRET értékeket a megvilagitdo foton-fluxustol fliggetleniteni. Egy
fluoroférnak szamos deexcitacids utvonala 1étezik, melyek koziil a fotoelhalvanyitas és a
szingulett-szingulett annihilacio befolyasolja a FRET szamitasokat [25], [101]. A modell
kidolgozasa soran egyiket sem vettilk figyelembe a kovetkez6 okok miatt. A szingulett-
szingulett annihilacio eléfordulasa nem valdszinii az altalunk felallitott kisérletes rendszerben,
mivel: (i) bemutattuk, hogy a latszolagos FRET hatékonysagot fliggetlenitettiik a megvilagito
lézer teljesitményét6l. Mar maga ez az alapjelenség, a foton-fluxustol fliggd FRET
hatékonysag csokkenése arra utal, hogy a szingulett-szingulett annihilacio nincs jelen a
vizsgalt kisérleti rendszeriinkben [101]. (ii) Egy donort és egy akceptort tartalmazo
komplexben szingulett-szingulett annihilacio akkor torténik, amikor mind a két fluorofor
gerjesztett allapotban van (D*A*). Azoknak a komplexeknek a hanyadat, ahol a donor
gerjesztett allapotban van (D*A + D*A¥*) az elmélet 67. egyenlete irja le. Ezek a szamitasok
azt a kovetkeztést engedik levonni, hogy csak a magas FRET értékeknél fordulnak elé a
D*A* komplexek jelentds mértékben (24. abra). Mivel sejtes FRET mérések esetében a
FRET értékek ritkan magasabbak 0,3-0,4-nél, ezért a szingulett-szingulett annihilacio

figyelmen kiviil hagyasa ésszerti feltételezés az ilyen jellegii kisérletek soran.
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24. abra: Gerjesztett donor ¢s gerjesztett akceptor molekulak komplexeinek
csekély jelenléte alacsony FRET hatékonysag esetében. 488 nm-en
gerjesztett AlexaFluor488 ¢és AlexaFluor546 komplexét modelleztiink a 67.
egyenlet szerint. A fiiggéleges tengelyen a D*A* aranya lathat6 az &sszes
olyan komplexhez viszonyitva, ahol a donorok gerjesztett allapotban vannak
(D*A*+D*A). A D*A* jelenléte erdsen fiigg a FRET hatékonysagtol
alland6 foton-fluxus mellett (A). A D*A* gerjesztd intenzitastol fiiggd
felhalmozodasat két kiilonbozé FRET érték esetében is vizsgaltuk, és
lathatd, hogy ezen duplan gerjesztett komplexek jelenléte elhanyagolhato
alacsony FRET hatékonysag esetében (B).

A fotoelhalvanyitds szintén egy olyan jelenség, ami befolydsolni képes a FRET
méréseket azaltal, hogy csokkenti a donorok és akceptorok mennyiségét és siirliségét, illetve
megvaltoztatja a donorok és akceptorok egymashoz viszonyitott aranyat [25]. Attol fiiggen,
hogy a donorok és akceptorok véletlenszerlien oszlanak el, vagy klaszterekbe rendezédve
talalhatoak meg, illetve mekkora a klaszter mérete, a fotoelhalvanyitas okozta FRET
hatékonysag valtozas mértéke eltéré lehet [95], [102]-[104]. Bar az altalunk vizsgalt harom
kisérleti rendszerben a festékek intenzitdsa ~30%-kal csokkent a kisérlet sordn a
fotoelhalvanyitas miatt, ez a jelenség a szamolt FRET hatékonysagra nem gyakorolt jelentds
hatast. Ezt a 25. abra bizonyitja, hiszen a FRET értékekre nem volt hatassal a gerjesztd
fénnyel torténd el6z0 megvilagitas idotartama. Ha hagyomanyos vagy barmelyik fent emlitett
modszerrel meghatarozott FRET értékekrdl kideriilt volna, hogy érzékenyek a

fotoelhalvanyitasra, akkor az egyenletek erre a jelenségre torténd korrekcidja is sziikséges

lenne.
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25. abra: A fotoelhalvanyitds indukalt FRET torzitds hianya harom
kiilonb6zé mérés esetén. A dolgozatban emlitett harom kiilonb6z6é donor-
akceptor par esetén meghataroztuk a FRET értékeket hagyomanyos
(haromszogek), illetve fluorofor szaturaciora ¢és FRET frusztraciora
korrigdlt (korok) egyenletekkel. A kisérletet négy kiilonb6zé donor
gerjesztési intenzitds mellet végeztiik, mikdzben az akceptor Ilézer
intenzitasat fixen tartottuk. A méréseket két modon végeztiik. A gerjesztést
folyamatosan noveltiikk egy kép estében (fekete szimbolumok), mig egy
masik teriiletrdl késziilt képek esetében fokozatosan csokkend gerjesztd
intenzitas mellett vettiink fel képeket (piros alakzatok). Az abrakon harom
mérés atlaga lathato, és a hibajelek a SEM értékeket mutatjak.
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/. Eredmények megbeszélése

7.1. Az antitest jel6lés hatasa az antitestek és a fluoroforok tulajdonsagaira

Korabbi eredmények mar beszamoltak arrdl, hogy az antitestek fluoroférokkal torténd
konjugacidja negativan befolyasolja az antitestek affinitasat [47], [50], [51], illetve azt is
kijelentették, hogy az antitestekhez kotott fluoroforok kvantumhatékonysaga alacsonyabb,
mint a szabad fluoroforoké [105], [106]. Annak ellenére, hogy sok vizsgalati modszerhez
sziikséges a kotott antitestek jelolési aranyanak ismerete, mégsem végeztek kvantitativ modell
szamitasokat vagy méréseket ennek kideritésére.

Az antitestek affinitdsaval és kvantumhatékonysagaval foglalkozo téméban bemutatott
kisérletes eredményeink f6 megallapitisai a kovetkezdk: (i) az antitesthez konjugalt
fluoroférok csokkent kvantumhatékonysagot mutatnak, amiben mind a dinamikus, mind a
statikus kioltas szerepet jatszik. Fluoreszcencia élettartam méréseink alapjan a statikus kioltés
dominal. (ii) Csokken az antitestek epitop iranti affinitasa a jelolési arany novelésével, ami az
antitest torzsoldatnal kisebb DOL-lal rendelkezé antitestek preferencialis kotodését
eredményezi. (iii)) Modellszdmitasaink és kisérleti eredményeink alapjan a kiilonbozo
festékekkel torténd jelolés mas-mas moédon hat az antitestek affinitdsara és
kvantumhatékonysagara, amit az AlexaFluor647-tel, illetve AlexaFluor546-tal végzett
vizsgalataink bizonyitottak.

Megéllapitottuk, hogy a tobbszordsen jelolt antitestek esetében a fluoreszcencia
kioltasban f6leg a statikus quenching dominél, de a dinamikus hatasok is érvényesiilnek. Az
onkioltas soran fontos szerepet jatszik a festék aggregatumok kialakulasa, illetve olyan FRET
folyamatok, melyek soran az energia nem-fluoreszcens klaszterekre vagy dimerekre tevédik
at. Az abszorpcids és gerjesztési spektrumok Osszehasonlitasanak koszonhetéen kidertilt,
hogy ezek a nem-fluoreszcens aggregatumok jelen vannak mindkét AlexaFluor festéknél. Egy
IgG-n koriilbeliil 90 potencialis lizin oldallanc talalhato, lehetGséget teremtve ezzel a
konjugalt festékek aggregalodasara. A H-aggregatumok olyan alapallapott, nem-fluoreszcens
Klaszterek, melyek statikus kioltas segitségével fluoreszcencia intenzitas csokkenéshez
vezetne, gy, hogy a fluoreszcencia élettartamot nem valtoztatjak [96]. Ellenben a nem
aggregalt festtkmonomerek FRET altali relaxacidja nem-fluoreszcens dimerek segitségével
dinamikus kioltast eredményez, ami az élettartam csokkenésében fog megnyilvanulni. Mivel
ezek a nem-fluoreszcens aggregatumok nem jatszanak szerepet a fluoreszcencia emisszioban,

¢és a homo-FRET-nek sem képezik részét (mivel a festék monomer és a nem-fluoreszcens
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dimer spektroszkopiailag eltér egymastol), ezért a klasztermérettél fiiggd anizotropia
varhatoan eltér a Runnels-Scarlata elméletében megjosoltaktol [88].

Harom kiilonboz6 kisérletiink bizonyitja, hogy a tobbszorésen jelolt antitestek
alulreprezentaltak a sejthez kotdtt antitestfrakcioban: (i) Osszehasonlitottuk az antitest
torzsoldat és a sejthez kotott antitestek fluoreszcencia intenzitdsait a jelolési arany

fiiggvényében. (ii) Osszehasonlitottuk az antitest torzsoldatok és azok kotott frakcioinak

cyey

crer

srer

frakcid jelolési aranyanak meghatarozasara. Az antitest csokkent affinitasat a molekula
konjugacio hatasara megvaltozo vagy gatolt bels6 flexibilitaisa magyarazhatja [107], [108].
Habér az antitestek és a fluoroforok a fluoreszcens jeloléssel szembeni érzékenységiikben
jelentds kiilonbségeket mutatnak, a kotott frakcid atlagos jeldlési aranya szinte mindig
alacsonyabb, mint a sejtek jelolésére hasznalt antitest torzsoldatok F/P-je. Mérési
alternativaként felmertilt, hogy kozvetleniil hatarozzuk meg a kotott antitestek DOL értékét,
ugyanolyan modon, mint az antitest oldatok esetében. Ez az egyszerii médszer azonban nem
bizonyult megvaldsithatonak, mivel a kotott antitest abszorpcidja mérhetetleniil alacsonynak
bizonyult. Elméletiink szerint a jel6lést kovetden visszamarado, nem kotott antitest frakcid
jelolési aranya magasabb, mint az antitest torzsoldaté. Azonban a jel6lést kdvetden a nem
kotddott antitestek DOL-jat a rossz jel/zaj arany miatt szintén nem tudtuk megmérni.

Az egyedi molekulak fluoreszcencia intenzitas eloszlasa a torzsoldatokban nem mindig
volt 6sszhangban varakozéasainkkal, pl.: magas jelolési arany( AlexaFluor647-tel konjugalt
trastuzumab antitest esetében a legalacsonyabb intenzitas értékekhez tartozo6 csucs tartalmazta
a legnagyobb szamu molekulat. Ezt a jelenséget nagy F/P-jii antitestek esetében az
onkioltasnak, illetve az ebbdl adddd nem lineéris intenzitasvaltozasnak tulajdonitottuk.
Masrészrol fontolora kell venni, hogy a kiilonbozd jelolési aranya antitest molekulak
eloszlasa egy torzsoldatban nem Poisson eloszlast kovet, ami szintén magyardznd ezt a
jelenséget. Azért, hogy a fluoroférokkal jeldlt antitestekre a Poisson eloszlas feltételezése
valoban helyes megkozelités legyen, a kovetkezd feltételeknek kell teljesednie: (i) minden
lizin maradéknak azonos valdszintiséggel kell a konjugacios reakcidban részt vennie; (ii) az
egyes lizin oldallancok jeldlésének egymastol fiiggetlennek kell lennie. Mivel az antitestek
fluoreszcens jeldlése soran valdsziniileg egyik feltétel sem teljesiil, ezért a Poisson eloszlast

csak egy egyszeriisitd, praktikus megkozelitésként lehet hasznalni.
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Osszegzésként elmondhatd, hogy egy olyan kisérletes megkdzelitést hoztunk létre,
amely jellemzi a fluoreszcens jelolés hatdsat az antitestek affinitasara, illetve a fluoroférok
kvantumhatékonysagara. Sikeresen kimutattuk azt, hogy a jelolés folyamata mind az antitest,
mind a fluorofor tulajdonsagait negativan befolyasolja. A festék aggregatumok
kialakulasanak, illetve a nem-fluoreszcens dimerek felé torténd energiatranszfernek
koszonhetden a festékek kvantumhatékonysaga csokken. Mésrészrdl egy torzsoldatban 1évo,
tObbszorosen jelolt antitest specieszek affinitasa csokken, ezért az antigénhez kotott
frakcioban a magas jelolési aranyu antitestek alulreprezentaltak lesznek. A bemutatott
eredmények jelent6sége olyan kisérletek soran fontos, ahol sziikséges az antigénhez kotott
antitestek fluoreszcenciajat meghatarozni. A kvantitativ, intenzitds alapti vagy ratiometrikus
FRET méréseknél a szamitasok soran bizonyos allandok (o vagy G faktor) sziikségesek, amik
a gerjesztett donort, illetve akceptort detektald rendszer érzékenységét jellemzik. Az allandok
meghatarozasdhoz hasznalt fluoreszcens antitestek fluoreszcencia intenzitdsat normalizalni
kell az antitest jel6lési aranyaval, amire az antitest torzsoldat DOL értékét hasznaljuk. Mivel
eredményeink azt mutattdk, hogy a kotott antitestek és az antitest oldatok jelolési aranya
jelentésen eltér egymastol, ezért ezek a szamitasok helytelenek lesznek, és a hasznalt
korrekcios faktorok torzitott becslését fogjak eredményezni. Az antitestek jelolési ardnya
szintén fontos szuper-felbontasu lokalizacios képalkotas soran, ahol statisztikai szamitasokat
hasznalnak, ¢és az antitest jelolési aranyaval korrigalnak. Ha a szdmitdsok soran az antitest
torzsoldat DOL-jara korrigalnak, a lokalizaciok szamat tévesen fogjak meghatarozni [108],
[109]. Levonhato az a kovetkeztetés, hogy a kvantitativ fluoreszcencids mérések soran

célszerll alacsony jel6lési aranyu antitesteket valasztani.

7.2. Fluorofor szaturacios vizsgalatok

A Forster tipust rezonancia energiatranszfer (FRET) népszerti lehetdséget biztosit
fehérje-fehérje interakciok vizsgalatara fiziologids és patologias koriilmények kozott, amit
rugalmassaganak ¢s viszonylagos konnyii hasznalhatosaganak koszonhet [5]. Annak ellenére,
hogy szamos mérési formaja létezik, a legszélesebb kdrben elterjedt mégis az intenzitas alapu
vagy ratiometrikus megkdozelités, ahol vizsgaljak a donor kioltasat, illetve mérik a szenzitizalt
és kozvetleniil gerjesztett akceptor fluoreszcencidjat [7]. Méréseink soran a jobb jel-zaj arany
elérése érdekében gyakran alkalmazunk erds gerjesztd intenzitast, ami fluorofor szaturacidhoz

vezet. Ilyen koriilmények kozott a kibocsatott fluoreszcencia tobbé mar nem egyenesen
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aranyos a megvilagito foton-fluxussal, mely a kiértékelések soran megtévesztd lehet. Ezzel a
problémaval leginkabb a mikroszkopos mérések soran kell szdmolni, fluoriméteres és
aramlasi citometrids méréseknél, a gyenge gerjesztd intenzitasnak és az alacsony numerikus
apertaraju objektivnek (vagy az objektiv hidnyanak) kdszonhetden ez a jelenség nem all fent.
Habér a konfokalis mikroszkopozas soran gyakran alkalmazott 1ézerintenzitasok mellett jelen
van a szaturacio jelensége, mégsem veszik figyelembe az intenzitds alapi FRET szadmitasok
soran.

Kisérleteink és modellrendszeriink alapjan elmondhato, hogy a FRET hatékonysag és
annak meghatarozasahoz sziikséges « faktor nagymértékben fligg a megvilagité fény
intenzitasatél. Minél magasabb a gerjeszté foton-fluxus, annal jobban csokken a
hagyomanyos képlettel szamitott FRET hatékonysdg. Megvizsgaltuk a jelenséget csak
szingulett allapotot, illetve szingulett és triplet allapotot egyarant feltételezve. Azzal a
modellel, ahol kizardlag S1->S0 atmenetet feltételeztiink, hibat vétiink, mivel a triplet
allapotot figyelmen kiviil hagyjuk. Ezért szamitasba vettiink olyan rendszert is, ahol a
fluoroforok triplet allapotban felhalmozddnak, de ezen modell gyakorlati alkalmazéasdhoz
ismerni kellene az S1->T1 és T1->S0 atmenectek sebességi allandoit. Mivel ezek a
paraméterek altalaban nem elérhetéek és kisérletesen nehezen hatarozhatéak meg, ezért az
egyszeriibb, a triplet allapotot elhanyagolé modellel végeztiik a FRET mérések kiértékelését.
A triplet allapot elhanyagolasabdl eredé hibat kompenzalta az, hogy a valds foton-fluxust
tulbecslo latszolagos foton-fluxust hasznaltuk a kiértékelés soran. Vizsgalataink kiterjedtek
arra is, hogy bizonyitottuk, hogy valoban a donor szaturacié oOkozta a csokkend FRET
hatékonysagot a megvilagitdé fény intenzitasanak fliggvényében. Szamitdsaink soran
létrehoztunk harom kiilonb6z6, szaturaciot figyelembe vevd FRET hatékonysag
meghatarozasara szolgald képletet: (1) hagyomanyos moddszer donor szaturaciora korrigalt
valtozata (l. 43. egyenlet), (ii) donor szaturacioval szamolo, (iii) donor szaturaciot és FRET
frusztraciot egyarant figyelembe vevo képletek. Harom kiilonb6z6 donor-akceptor par mérési
eredményei alapjan lathatd, hogy az altalunk alkalmazott moddszerek nagymértékben
eliminaltak a FRET hatékonysag gerjeszté foton-fluxustol valo fliggését, és sokkal
megbizhatobb eredményeket adtak. A fentebb emlitett modszereket a Matlabon beliil futd
rFRET [23] programban lehet hasznalni. Alkalmazasakor jelentésen csokkenthetd az
energiatranszfer gerjesztd fénytdl vald fiiggése. Hangstlyozandd, hogy a szaturacié valds
probléma a mikroszkopos képalkotds soran, amit szamitasba kell venni a kvantitativabb
mérések, illetve a kiillonbozd eszk6zokon végrehajtott azonos tipusu mérések azonos

eredménye érdekében.
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8. Osszefoglalas

A fluoreszcens vizsgalatok, mérések soran a minél jobb jel-zaj arany elérése érdekében
a két leggyakrabban alkalmazott méodszer az antitestek jelolési aranyanak novelése, illetve a
gerjesztési fény intenzitasdnak fokozéasa. Ellenben ezek nem kivanatos modon befolyasoljak
méréseinket, ezzel téves szamitasokat eredményezve. Kisérleteink soran kideriilt, hogy az
antitestek fluoreszcens festékekkel torténd jelolése negativan befolyasolja az antitestek
affinitasat ¢és a fluoreszcens festékek kvantumhatékonysagat. A magas jelolési arannyal
rendelkez0 antitestek alulreprezentaltak lesznek a sejthez kotott frakcioban a csokkent
affinitds miatt. Tovabba a fluorofoérok kozott lejatszodd energiatranszfer, illetve kioltasos
folyamatok csokkent fényességet fognak eredményezni. Mindezek mellett mikroszkdpos
mérések sordn a nagy numerikus aperturaju objektiv fokuszpontjaban a megvilagité fény
intenzitasa olyan nagy, hogy a fluoroforok szaturdlodnak. Modellszdmitasokkal és kisérletes
mérésekkel is aldtdmasztottuk, hogy a hagyomanyos képlettel szdmolt FRET hatékonysag
nagymértékben csokken a gerjeszt6 foton-fluxus fliggvényében. Sikeresen l1étrehoztunk olyan
modelleket, melyek figyelembe veszik a donor szaturaciot és a FRET frusztraciot is.
Alkalmazasuknak koszonhetéen a FRET hatékonysag és annak kiszamolasahoz sziikséges o
faktor szinte teljesen fiiggetlenitheté a megvilagitd 1ézer intenzitasatol. Osszefoglalasként
elmondhat6, hogy mindezen mérések, modellek, szamitdsok nagymértékben hozzajarulnak a

kvantitativabb, pontosabb fluoreszcens mérések kivitelezéséhez.
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9. Summary

In order to achieve the best possible signal-to-noise ratio during fluorescence
measurements, the two most commonly used methods are to increase the labeling ratio of
antibodies and to increase the intensity of the excitation light. Nonetheless, they affect our
measurements undesirably, resulting in erroneous calculations. In our experiments, it was
found that labeling antibodies with fluorescent dyes negatively affects the affinity of the
antibodies and the quantum efficiency of the fluorescent dyes. Antibodies with high DOL will
be underrepresented in the cell-bound fraction due to their decreased affinity. Furthermore,
the energy transfer and quenching processes between the fluorophores will result in reduced
brightness. In addition, during microscopic measurements, the intensity of the illumination
light at the focal point of a large numerical aperture objective is so high that the fluorophores
saturate. With model calculations and experimental measurements we also confirmed that the
FRET efficiency calculated by the conventional formula greatly decreases as a function of the
excitation photon flux. We have successfully created models that take both donor saturation
and FRET frustration into consideration. By applying these equations the dependence on the
illumating laser intensity of the FRET efficiency and the o factor required FRET calculations
can be almost completely eliminated. In summary, all these measurements, models and
calculations significantly contribute to the implementation of more quantitative, accurate and

device-independent fluorescence measurements.
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14. Melléklet

A fluorofér szaturacio jelenlétében végzett FRET mérésekhez hasznalt MATLAB fajlok

function
[fret,id,ia]l=fretWithsat 1(il1,12,i3,81,52,S53,54,alphasat, tauD, taul, sigmabD, s
igmaDa, sigmaA, sigmaAd, phiD, phiA)

% This function takes the saturation of donor and acceptor fluorescence
into consideration, but neglects FRET frustration as a result of acceptor

o°

saturation.

% 11,1i2,13 - intensities measured in the donor, FRET and acceptor channel,
respectively

% S51,S2,33,S4 - overspill parameters

% alphaSat,alphaClassic - parameter alpha calculated considering and
disregarding fluorophore saturation, respectively

% tauD, tauA - fluorescence lifetime of the donor and acceptor, respectively
% sigmaD, sigmaDa - absorption cross-section of the donor at the donor and
acceptor excitation wavelength, respectively

% sigmaA,sigmaAd - absorption cross-section of the acceptor at the acceptor
and donor excitation wavelength, respectively

% phiD,phiA - photon flux of the donor- and acceptor-exciting laser,
respectively

% fret,id,ia - solutions (FRET efficiency, ungquenched donor intensity,

directly-excited acceptor intensity)

% Dsat0Od - fractional saturation of the donor at the donor excitation
wavelength
% DsatOa - fractional saturation of the donor at the acceptor excitation
wavelength
% AsatOa - fractional saturation of the acceptor at the acceptor excitation
wavelength
% Asat0d - fractional saturation of the acceptor at the donor excitation
wavelength

o

% Peter Nagy, email: peter.v.nagy@gmail.com
DsatOd=sigmaD.*tauD.*phiD.* (1+sigmaD.*tauD.*phiD) .” (-1);
DsatOa=sigmaDa.*tauD.*phiA.* (1+sigmaDa.*tauD.*phiA) ."(-1);
AsatOd=sigmaAd.*tauA.*phiD.* (1+sigmaAd.*tauA.*phiD) ."(-1);
AsatOa=sigmaA.*tauA.*phiA.* (1+sigmaA.*tauA.*phiA) ." (-1);
fret=(1/2) .*Dsat0d.” (-1) .* (AsatOa.*S2.* (Dsat0d.*S3.* (11.*S2+ (-

1) .*%12.*S4)+DsatlOa.* (i2+(-1) .*i1l.*S1+(-1) .*i3.*S2+i3.*S1.*54) )+ (AsatOa+ (-
*Asat0d) .*DsatOa.* (i1.*S2+(-1) .*12.*3S4) .*alphaSat) . (-1) .* (AsatO0d.* (( (-

1).
1)+AsatOa) .*DsatOa+ (-1) .*AsatOa.*Dsat0d) .* (11.*S2+ (-
1) .*i2.*S4) .*alphaSat+(-1) .* ((-4) .*AsatOa.*Dsat0d.”2.*S2.* (i1.* (S1+ (-
1) .*S2.*S3)+13.*(S2+(=1) .*S1.*34)+1i2.* ( (-
1)+S3.*S4)) .* (Asatla.*S2.* (Dsat0d.*S3.* ((-1) .*il.*S2+i2.*S4)+DsatlOa.* ((-
1) . *12411.*%S1+13.*S24+(-1) .*13.*S1.*S4) )+ ( (-
1) .*AsatOa+Asat0d) .*DsatOa.* (11.*S2+ (-
1) .*i2.*S4) .*alphaSat) + (AsatOa.*Dsat0d.*S2.* (((-1)+ (-
1). *Dsath).*i2+(1+Dsat0a).*il.*Sl+(—
1) .*(1+Dsat0d) .*11.*S2.*S3+ (1+Dsat0d) .*i2.*S3.*S4+ (1+DsatOa) .*13.* (S2+ (-
1) .*S1.*S4) )+ ((1+(-1) .*AsatOa) .*Asat0d.*DsatOa+AsatOa.* ( (-
1)+Asat0d) .*Dsat0d) . * (11.*S2+ (-
1). *i2.*S4).*alphaSat).A2).A(l/2)+Asath.*DsatOd.*(i2.*S2.*(l+Dsath+(—
1) .*(1+Dsat0d) .*S3.*S4)+(-1) .*12.*3S4.*alphaSat+S2.* ((1+Dsatla) . *i3.* ( (-
1) .*S2+S1.*S4)+11.* (((-1)+ (-
1) .*Dsat0Oa) .*S1+ (1+Dsat0d) .*S2.*S3+alphaSat))));
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fd=(1/2) .*Dsat0d.” (-1) .* (AsatOa.*Asat0d.*Dsat0d+AsatOa.* ( (-

1) +DsatOa) .*Dsat0d+ (-1) . *Asat0d.*DsatlOa.* ((-1) +AsatOa+Dsat0d)) .” (-

1) .*(S2+(-1) .*S1.*S4) .~ (-1) .*alphaSat.”(-1) .* (AsatOa.* (( (-

)y +Dsat0d) . *Dsat0d.*S2.* (((-1)+DsatOa) .*11.*S1+(-1).*( (-

) +Dsat0d) .*11.*32.*S3+((-1)+Dsatla) .*13.*(S2+ (-1) .*S1.*S4)+(=1) .*12.* ( (-

) tDsat0a+S3.*S4+(-1) .*Dsat0d.*S3.*34) )+ (-1) .* (Asat0d.* (DsatlOa+ (-

) . *Dsat0d) .* (1+Dsat0d) +Dsat0d.* (1+(-2) . *Dsat0a+Dsat0d)) .* (1i1l.*S2+ (-

) .*12.*%S4) . *alphaSat)+((-1)+Dsat0d) .* (Asat0d.*DsatlOa.* ( (-

) .*1i1.*%S2+1i2.*%54) . *alphaSat+ (Asat0d.”2.*Dsatl0a.”2.* (il.*3S2+ (-

) .*12.*%54) . "2 .*alphaSat.”2+(-2) .*Asatl0a.*Asat0d.*DsatOa.* (il.*3S2+ (-

) .*12.*%S4) .*alphaSat.* (Dsat0d.*S2.* ((-1) .*il.* ((1+DsatOa+ (-

) . *Dsat0d) .*S1+((-1)+Dsat0d) .*S2.*3S3)+(-1) .* (1l+DsatlOa+ (-

) .*Dsat0d) .*13.* (S2+(-1) .*S1.*S4)+12.* (1l+DsatOa+ (-2) .*Dsat0d+ ( (-

) +Dsat0d) .*S3.*S4) )+ (Asat0d.* (DsatOa+(-1) .*Dsat0d) +Dsat0d) .* (11.*S2+ (-

) .*12.*%S4) . *alphaSat) +AsatOa.”2.* (Dsat0d.”2.*S2.72.* (11.* (S1+ (-

) .*DsatOa.*S1+((-1)+Dsat0d) .*S2.*S3)+(-1) .*((-1)+DsatlOa) .*i3.* (S2+ (-

) .*S1.*S4)+1i2.*((-1)+DsatO0a+S3.*S4+ (-

) .*Dsat0d.*S3.*%34)) ."24+2.*Dsat0d.*S2.* (il.*S2+ (-

) .*12.*S4) .* (Dsat0d.* (i2+(-1) .*DsatlOa.*i2+ ((-1)+DsatlOa) .*il.*S1+ (1+ (-

) . *Dsat0a+Dsat0d) .*1i1.*S2.*S3+ (-1) .* (1+ (-

) . *Dsat0a+Dsat0d) .*i2.*S3.*S4+ ((-1)+DsatlOa) .*i3.* (S2+ (-

) .*S1.*S4))+Asat0d.* (DsatOa+(-1) .*Dsat0d) .* (((=1)+ (-

) .*DsatOa) .*11.*S1+ (1+Dsat0d) .*11.*S2.*S3+ (1+Dsatla) .*i3.* ( (-

).*S2+Sl.*S4)+i2.*(1+Dsat0a+(—

) . *(1+Dsat0d) .*S3.*S4))) .*alphaSat+ (Asat0d.* (DsatOa+ (-

) .*Dsat0d) +Dsat0d) ."2.* (11.*S2+(-1) .*1i2.*S4) .~2.*alphaSat."2)) (1/2)

=(1/2) .*Asat0a.” (-1) .* (Asatla.*Asat0d.*Dsat0d+AsatOa.* ( (-

1)+DsatOa) .*Dsat0d+ (-1) . *Asat0d.*DsatlOa.* ((-1)+Asat0a+Dsat0d)) .” (-

1) .*%S2.7(=1) .*(S2+(-1) .*S1.*S4) .~ (-1) .*(2.*Asat0d.*Dsatl0a.*1i2.*3S2+ (-

2) .*AsatOa.*Asat0d.*Dsatla.*12.*32+ (-

1) .*AsatOa.*Dsat0d.*i2.*S2+Asat0a.*Asat0d.*Dsat0d.*1i2.*S2+Asat0a.*Dsatla.*D

sat0d.*i2.*S2+ (-

2) .*Asat0d.*Dsatla.*Dsat0d.*i2.*S2+Asat0a.*Asat0d.*Dsatla.*Dsat0d.*12.*S2+ (

1) .*AsatOa.*Dsat0d.*13.*S2."2+Asat0a.*Asat0d.*Dsat0d.*13.*S2."2+Asat0a.*Dsa

t0a.*Dsat0d.*i3.*S2.72+ (-

1) .*Asat0a.*Asat0d.*Dsat0a.*Dsat0d.*13.*3S2."2+Asat0a.*Dsat0d.*13.*31.*32.*3

44+ (-1) .*AsatOa.*Asat0d.*Dsat0d.*13.*S1.*S2.*S4+ (-

1) .*AsatOa.*DsatlOa.*Dsat0d.*1i3.*S1.*S2.*S4+Asat0a.*Asat0d.*Dsatla.*Dsat0d.*

13.%S1.*S2.*S4+ (-

1) .*Asat0a.*Dsat0d.*1i2.*S2.*S3.*S4+Asatl0a.*Asat0d.*Dsat0d.*i2.*S2.*33.*S4+A

satOa.*Dsat0d.”2.*1i2.*S2.*33.*34+ (-

1) .*Asat0a.*Asat0d.*Dsat0d.”2.*12.*32.*S33.*S4+ (-

1) .*Asat0d.*DsatOa.*i2.*S4.*alphaSat+Asatla.*Asat0d.*Dsatl0a.*i2.*S4.*alphaSsS

at+Asat0d.”2.*Dsat0a.*12.*S4.*alphaSat+ (-

1) .*Asat0Oa.*Asat0d.”2.*Dsatl0a.*1i2.*S4.*alphaSat+AsatOa.*Dsat0d.*12.*S4.*alp

haSat+ (-

2) .*Asat0a.*Asat0d.*Dsat0d.*i2.*S4.*alphaSat+AsatOa.*Asat0d.”2.*Dsat0d.*i2.

*S4.*alphaSat+il.*S2.* (Asat0d.”2.* (((-1)+AsatOa) .*Dsatla+ (-

1) .*AsatOa.*Dsat0d) .*alphaSat+(-1) .*Asat0a.*Dsat0d.* (((-1)+DsatOa) .*S1+( (-
1)+Dsat0d) .*S2.*S3+alphaSat)+(-1) .*Asat0d.* (Dsatla.* (2+AsatOa.* ( (-

2)+Dsat0d)+ (-2) .*Dsat0d) . *S1l+AsatOa.*Dsat0d.* (S1+S2.*S3+ (-

1) .*Dsat0d.*S2.*S3+ (-2) .*alphaSat)+((-1) tAsatOa) .*Dsatl0a.*alphaSat))+ ((-

4) .*AsatOa.*Dsat0d.”2.*S2.* (11.*(S1+(-1) .*S2.*S3)+1i3.*(S2+ (-

1) .*S1.*384)+i2.* ((-1)+S3.*S4)) .* (AsatOa.*S2.* (Dsat0d.*S3.* ( (-

1) .%11.*S24i2.*S4)+DsatOa.* ((-1) .*12+11.*S1+13.*S2+(-1) .*13.*S1.*S4))+( (-

1)

1)

1)

1)

1)

1
1
1
1
1
1
1
1
2
2
1
1
1
1
1
1
2
2
1
1
1
1
1

.*Asat0a+Asat0d) .*DsatOa.* (11.*32+ (-

.*12.*%S4) . *alphaSat) + (AsatOa.*Dsat0d.*S2.* (((-1)+ (-

.*DsatOa) .*12+ (1+DsatOa) .*il.*S1+ (-

*(1+Dsat0d) .*i1.*S2.*S3+ (1+Dsat0d) .*12.*3S3.*S54+ (1+Dsatla) .*i3.* (S2+ (-
.*S31.*%S4) )+ ((1+(-1) .*Asat0a) .*Asat0d.*Dsat0a+AsatOa.* ( (-
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+Asat0d) .*Dsat0d) .* (11.*S2+(-1) .*12.*S4) .*alphaSat) ."2) .~ (1/2)+ (-
.*Asat0d.* ((-4) .*Asatla.*Dsat0d.”2.*S2.* (i1.* (S1+(-1) .*S2.*S3)+i3.* (S2+ (-
L*S81.*%S84)+12.% ((-1)+S8S3.%34)) .* (Asatla.*S2.* (Dsat0d.*S3.* ( (-
L*11.*%S2+12.*S4)+Dsatl0a.*((-1) .*12+411.*S1+1i3.*S2+(-1) .*13.*S1.*S4) )+ ( (-
.*Asat0a+Asat0d) . *DsatlOa.* (11.*32+ (-

.*12.*%S4) . *alphaSat) + (AsatOa.*Dsat0d.*S2.* (((-1)+ (-

.*DsatOa) .*1i2+ (1+DsatlOa) .*il.*S1+ (-

.*(1+Dsat0d) .*11.*32.*S34+ (1+Dsat0d) .*12.*S3.*S4+ (1+Dsatla) . *i3.* (S2+ (-
.*S1.*%S4) )+ ((1+(-1) .*AsatlOa) . *Asat0d.*Dsat0a+Asatla.* ( (-

1) +Asat0d) .*Dsat0d) .* (11.*S24+(-1) .*12.*S4) . *alphaSat) .”2) .7 (1/2));
id=fd.*Dsat0d;

ia=fa.*Asat0a;

1
1
1
1
1
1
1
1
1

—_— — — — — — — ~— ~—
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function
[fret,alpha,id,ia]l=fretWithSat 2(il,i2,i3,expRat,S1,S52,53,54, tauD, tauA,sigm
aD, sigmaDa, sigmaA, sigmaAd, phiD, phiA)
% This function takes the saturation of donor and acceptor fluorescence
into consideration, but neglects FRET frustration as a result of acceptor
aturation.
It calculates both E and alpha when the donor-acceptor ratio is known.

o\°

o°

o\°

% 11,1i2,13 - intensities measured in the donor, FRET and acceptor channel,
respectively

% expRat - the ratio of the number of donors to acceptors

% S51,S2,33,S4 - overspill parameters

% tauD,tauA - fluorescence lifetime of the donor and acceptor, respectively
% sigmaD, sigmaDa - absorption cross-section of the donor at the donor and
acceptor excitation wavelength, respectively

% sigmaA,sigmaAd - absorption cross-section of the acceptor at the acceptor
and donor excitation wavelength, respectively

% phiD,phiA - photon flux of the donor- and acceptor-exciting laser,
respectively

% fret,alpha,id,ia - solutions for the FRET efficiency, alpha, unquenched

o°

donor fluorescence and directly-excited acceptor fluorescence

o\

% Dsat0d - fractional saturation of the donor at the donor excitation
wavelength
% Dsat0a - fractional saturation of the donor at the acceptor excitation
wavelength
% AsatOa - fractional saturation of the acceptor at the acceptor excitation
wavelength
% Asat0d - fractional saturation of the acceptor at the donor excitation
wavelength

o\

o\

Peter Nagy, email: peter.v.nagy@gmail.com

DsatOd=sigmaD.*tauD.*phiD.* (1+sigmaD.*tauD.*phiD) .” (-1) ;

DsatOa=sigmaDa.*tauD.*phiA.* (1+sigmaDa.*tauD.*phiA) ."(-1);
AsatOd=sigmaAd.*tauA.*phiD.* (1+sigmaAd.*tauA.*phiD) ." (-1);
AsatOa=sigmaA.*tauA.*phiA.* (1+sigmaA.*tauA.*phiA) . (-1);

fret=(1/2) .*Dsat0d.” (-1) .* (expRat.* (AsatlOa.*Asat0d.*Dsat0d.*S3.* (11.*
S2+(-1) .*i2.*3S4) +AsatOa.*Dsat0d.*S3.* ((-1) .*i1.*32+i2.*34)+

AsatOa.*DsatOa.*13.* (S2+(-1) .*S1.*34)+Asat0d.*DsatOa.* (((-1)+
AsatOa) .*12+1i1.*(S1+(-1) .*Asat0a.*S1)+Asatla.*i3.*((-1).*S2+S1.*
S4))) .*tauA+Asatla.*Asat0d.* (Dsat0d.*S3.* (11.*S2+(-1) .*12.*S4) +

DsatOa.* (i2+(-1) .*i1.*S1+(-1) .*13.*32+13.*31.*S4)) .*tauD) .~ (-1) .*
AsatlOa.*Dsat0d.*expRat.* ((-1) .*11.*32.*%33+12.*S3.*S4+13.* (S2+(-1)
.*S1.*%S4)) .*tauA+Asat0d. *expRat.* (((-1)+AsatOa) .*DsatlOa.* (12+(-1)
il.*S1l)+AsatOa.*DsatO0d.* ((-1) .*13.*S2+11.*S2.*S33+13.*S1.*S4+(-1) .*
i2.*83.*%34)) .*tauA+AsatOa.*Asat0d.* (Dsatla.* (i2+ (-1) .*11.*S1+(-1) .*
i3.%S2+i3.%81.*%S4)+Dsat0d.* (i2+ (=1) .*1i1.*S1+(-1) .*i3.*32+2.%il.* .
S2.*S34+13.*S1.*S4+ (-2) .*12.*%S3.*S4)) .*tauD+(-1) .* ((AsatOa.*Dsat0d.*
expRat.* ((-1) .*11.*%S2.*S3+12.*S3.*S4+1i3.* (S2+(-1) .*S1.*34)) .*taulA+
Asat0d.*expRat.* (((-1)+AsatlOa) .*Dsatla.* (i2+(-1) .*11.*S1)+AsatlOa.*
Dsat0d.* ((-1) .*13.*S24+11.*S2.*S3+13.*S1.*S4+(-1) .*12.*S3.*S4)) .*
tauA+AsatOa.*Asat0d.* (Dsatla.* (i2+(-1) .*11.*S1+(-1) .*13.*S2+13.*S1.~*
S4)+Dsat0d.* (12+(-1) .*11.*S1+(-1) .*13.*S24+2.*1i1.*S2.*S3+13.*S1.*

S4+ (-2) .*i2.*S3.*S4)) .*tauD) ."2+ (-4) .*AsatOa.*Asat0d.*Dsat0d.* (11.* (
S1+(-1) .*S2.*S3)+1i3.*(S2+(-1) .*S1.*S4)+12.* ((-1)+S3.*S4)) .*tauD.* (
AsatOa.*expRat.* (Dsat0d.*S3.* (11.*32+(-1) .*12.*S4)+Dsatl0a.*i3.* ((
-1) .*32+81.%S4)) .*tauA+Asat0d.* (DsatlOa.*expRat.* (i2+(-1) . *Asatla.*
i2+ ((-1)+AsatOa) .*1l.*Sl+Asat0a.*1i3.* (S2+(-1) .*S1.*S4)) .*taulA+

(

U *
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AsatOa.*DsatOa.* ((-1) .*1i24+11.*S1+i3.* (S2+(-1) .*S1.*S4)) .*taubD+(-1) .*
AsatOa.*Dsat0d.*S3.* (11.*S2+(-1) .*12.*S4) .* (expRat.*tauA+tauD)))) . (
1/2));

fd=(1/2) .*Dsat0d.”(-1) .* (1i1.*S2+(-1) .*12.*S4) . * (S24+(-1) .*S1.*S4) ." (
-1) .* (Asat0a.*Dsat0d.*expRat.* ((1+(-1).*Dsat0d) .*S3.* (11.*S2+(-1)
L*12.%S4)+ ((-1)+Dsatla) . *13.* (S2+(-1) .*S1.*S4)) . *tauA+Asat0d.* (
AsatOa.*Dsat0d.*expRat.* (((-1)+Dsat0d) .*S3.*(1i1l.*S2+(-1) .*i2.*354)+
13.%(S2+(-1) .*31.*S4)) .*tauA+Dsatla.*expRat.* (((-1)+AsatlOa) .* ((-1)+
Dsat0d) .*1i2+ ((-1) +AsatO0a+Dsat0d+ (-1) . *AsatOa.*Dsat0d) .*11.*S1+
AsatOa.*Dsat0d.*13.*((-1) .*S2+S1.*3S4)) .*tauA+Asatla.*Dsatla.* ((-1)+
Dsat0d) .* (i2+(-1) .*11.*S1+(-1) .*i3.*S2+1i3.*S1.*354) .*tauD+AsatOa.* ((
-1)+Dsat0d) .* (il.* (S1+((-1)+Dsat0d) .*32.*S3)+i3.* (S2+(-1) .*31.*S4)
+i2.*((-1)+S3.*(S4+(-1) .*Dsat0d.*S4))) .*tauD)).”(-1).* (Asatla.*
Dsat0d.*expRat.* ((1+(-1) .*Dsat0d) .*S3.* (11.*S2+(-1) .*12.*S4)+ ((-1)
+2.*Dsatl0a+ (-1) .*Dsat0d) . *13.* (S2+(-1) .*S1.*S4)) .*tauA+Asat0d. * (
DsatOa.*expRat.* (((-1)+AsatOa).*((-1)+Dsat0d) .*i2+ ((-1)+AsatOa+
DsatOd+(-1) . *AsatOa.*Dsat0d) .*il1.*3S1+(-2) .*Asatla.*Dsat0d.*13.*(
S2+(=1) .*S1.*S4)) .*tauA+AsatOa.*Dsatla.* ((-1)+Dsat0d) .* (i2+(-1) .*
11.%S1+(-1) .*i3.*S2+1i3.*S1.*S4) .*tauD+Asatla.*Dsat0d.* (expRat.* (((
-1)+Dsat0d) .*S3.* (11.*S2+(-1) .*12.*S4)+ (1+Dsat0d) .*i3.* (S2+(-1) .*
S1.*S4)) .*tau”A+ ((-1)+Dsat0d) .* ((=-1) .*i2+11.*S1+1i3.*(S2+(-1) .*S1.*S4)
) .*tauD) )+ (-1) .* ((AsatOa.*Dsat0d.*expRat.* ((-1) .*i1.*32.*S3+12.*S3.*
S4+13.%(S2+(-1) .*S1.*S4)) .*tauA+Asat0d.*expRat.* (((-1)+Asatla) . *
DsatOa.* (12+(-1) .*11.*S1)+AsatOa.*Dsat0d.* ((-1) .*1i3.*32+11.*S2.*
S3+13.*S1.*S4+ (-1) .*12.*S3.*S4)) .*tauhA+Asatla.*Asat0d.* (DsatOa.* (i2+
(=1) .*i1l.*S1+(-1) .*i3.*S2+1i3.*31.*S4)+Dsat0d.* (i2+(-1) .*i1l.*S1+(
=1) . *i3.%382+2.%11.%S52.*S3+1i3.*S1.*34+(-2) .*12.*%53.*%S4)) .*tauD) . 2+ (
-4) .*AsatOa.*Asat0d.*Dsat0d.* (il.* (S1+(-1) .*S2.*S3)+1i3.*(S2+(-1) .*
S1.*%34)+12.*%((-1)+S3.*S4)) .*tauD.* (AsatlOa.*expRat.* (Dsat0d.*S3.*( .
11.*%82+(-1) .*12.*S4)+Dsatla.*13.*((-1) .*S2+S1.*S4)) .*tau”A+Asat0d. * (
DsatOa.*expRat.* (i2+(-1) .*AsatlOa.*12+((-1)+AsatlOa) .*il.*S1+
AsatOa.*i3.* (S2+(-1) .*S1.*S4)) .*tauA+Asatla.*Dsatla.* ((-1) .*12+1i1.*
S1+13.*(S2+(-1) .*S1.*S4)) .*tauD+(-1) .*Asatl0a.*Dsat0d.*S3.* (11.*S2+(
-1).*12.*S4) .* (expRat.*tauA+tauD)))).”(1/2)+Dsat0d.* ((AsatlOa.*Dsat0d.*

expRat.* ((-1) .*11.*S2.*83+12.*S3.*%S4+1i3.*(S2+(-1) .*S1.*S4)) .*tau”A+
Asat0d.*expRat.* (((-1)+AsatlOa) .*Dsatla.* (i2+(-1) .*11.*S1) +AsatlOa.*
DsatO0d.* ((-1) .*13.*S24+11.*S2.*S3+13.*S1.*S4+(-1) .*12.*S3.*S4)) .* .
tauA+AsatOa.*Asat0d.* (Dsatla.* (i2+(-1) .*11.*S1+(-1) .*13.*S2+13.*S1.*
S4)+Dsat0d.* (12+(-1) .*11.*S1+(-1) .*13.*S24+2.*11.*S2.*S3+13.*S1.*
S4+(-2) .*12.*%33.*S4)) .*tauD) .2+ (-4) .*Asatla.*Asat0d.*Dsat0d.* (1i1l.* (
S1+(=1).*S2.*S3)+1i3.*(S2+(-1) .*S1.*S4)+i2.*((-1)+S3.*S4)) .*tauD.* (
AsatOa.*expRat.* (Dsat0d.*S3.* (11.*3S2+(-1) .*12.*S4)+Dsatl0a.*i3.* ((
-1) .*32+81.%S4)) .*tauA+Asat0d.* (DsatlOa.*expRat.* (12+ (-1) . *Asatla.*
i2+((-1)+AsatlOa) .*il.*S1l+AsatOa.*i3.* (S2+(-1) .*S1.*3S4)) .*tauA+
AsatOa.*DsatOa.* ((-1) .*1i24+11.*S1+i3.* (S2+(-1) .*S1.*S4)) .*tauD+(-1) .*
AsatOa.*Dsat0d.*S3.* (11.*S2+(-1) .*12.*S4) .* (expRat.*tauA+tauD)))) . (
1/2));

fa=(1/2) .*Asat0a.” (-1) .*(S2+(-1) .*S1.*S4) .~ (-1).*((((-1)+Asatla) .*
Asat0d.*Dsat0a+AsatOa.*Dsat0d+ (-1) .*AsatlOa.*Asat0d.*Dsat0d) .*
expRat.*tauA+AsatOa.*Asat0d.* (DsatOa+ (-1) .*Dsat0d) .*tauD) .” (-1) .*(
AsatlOa.*Dsat0d.*expRat.* ((-1) .*11.*32.*%33+12.*S3.*S4+13.* (S2+(-1)
.*S1.*%S4)) . *tauA+Asat0d. *expRat.* (((-1)+AsatOa) .*DsatOa.* (12+(-1)
il.*S1)+Asatl0a.*Dsat0d.* ((-1) .*13.*82+11.*S2.*S3+13.*S1.*S4+(-1).*
i2.%33.*%S4)) .*tauA+AsatOa.*Asat0d.* (DsatOa+ (-1) .*Dsat0d) .* (i2+i3.%*
S2+(=-1) .*S1.*(11+i3.*S4)) .*tauD+ ( (Asatla.*Dsat0d.*expRat.* ((-1).*
11.*S2.*83412.*S3.*544+13.* (S2+(-1).*S1.*S4)) .*tau”A+Asat0d.*expRat.* (
((-1)+AsatOa) .*DsatOa.* (i2+(-1) .*11.*S1) +AsatOa.*Dsat0d.* ((-1) .*
13.*%82+11.*%S2.*S3+13.*S1.*34+(-1).*12.*%S3.*S4)) .*tauA+Asatla.*
Asat0d.* (DsatOa.* (i2+(-1) .*1i1.*S1+(-1) .*1i3.*32+1i3.*S1.*S4)+
DsatOd.* (i2+(-1) .*11.*S1+(-1) . *13.*S2+2.*11.*S2.*S3+13.*S1.*S4+ (

*
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-2).*12.*33.*%S4)) .*tauD) .2+ (-4) . *Asatla.*Asat0d.*Dsat0d.* (il.* (S1+(
=1) .*S2.*33)+1i3.* (S2+(-1) .*S1.*34)+1i2.* ((-1)+S3.*34)) .*tauD.* (
AsatOa.*expRat.* (Dsat0d.*S3.* (1i1.*S2+(-1) .*12.*S4)+DsatOa.*i3.* ((
-1).*S2+S51.*S4)) .*tauhA+Asat0d.* (Dsatla.*expRat.* (1i2+(-1) .*AsatOa.*
i2+((-1)+Asatla) .*11.*S1+Asatl0a.*i3.* (S2+(-1) .*S1.*S4)) .*tau”A+
AsatOa.*DsatOa.* ((-1) .*i24+411.*S1+i3.* (S2+(-1) .*S1.*S4)) .*tauD+(-1).
AsatOa.*Dsat0d.*S3.* (11.*S2+(-1) .*12.*S4) .* (expRat.*tauA+tauD)))) . (

1/2));

*

id=fd.*Dsat0d;
ia=fa.*AsatOa;

alpha=ia./id.*S2.*expRat.*Dsat0d./Asat0d.*tauA./tauD;
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function

[solutions, solutionsTable]=fretWithSatFrust 1 (ilnum, i2num, i3num, Slnum, S2num
, S3num, S4num, alphanum, tauDnum, tauAnum, sigmaDnum, sigmaDanum, sigmaAnum, sigmalA
dnum, phiDnum, phiAnum)

% This function takes the saturation of donor and acceptor fluorescence and
% FRET frustration into consideration.

% Numerical solution for the Na<>Nd case (D-A complex + Afree).

% 1ilnum, i2num, i3num - intensities measured in the donor, FRET and acceptor
channel, respectively

% Slnum, S2num, S3num, S4num - overspill parameters

% alphanum - parameter alpha calculated CONSIDERING fluorophore saturation
% tauDnum, tauAnum - fluorescence lifetime of the donor and acceptor,
respectively

% sigmaDnum, sigmaDanum - absorption cross-section of the donor at the donor
and acceptor excitation wavelength, respectively

% sigmaAnum, sigmaAdnum - absorption cross-section of the acceptor at the
acceptor and donor excitation wavelength, respectively

% phiDnum,phiAnum - photon flux of the donor- and acceptor-exciting laser,
respectively

% solutions - structure variable containing the solutions (FRET efficiency,
unquenched donor (Id) and directly-excited acceptor (Ia) intensity)

% solutionsTable - summary of the solutions in table format

o\

% Peter Nagy, email: peter.v.nagy@gmail.com
DsatOdnum=sigmaDnum. *tauDnum. *phiDnum. * (1+sigmaDnum. *tauDnum. *phiDnum) . " (-
1)
AsatOanum=sigmaAnum. *tauAnum.*phiAnum. * (1+sigmaAnum. *tauAnum. *phiAnum) . " (-
1)

syms il i2 i3 S1 S2 S3 S4 Fd Fa fret tauD tauA phiD phiA sigmaD sigmaDa
sigmaA sigmaAd alphaSat
fretegs=[il==Fa.*S4.*sigmaA.*tauA.*phiA.* (l+sigmaA.*taulA.*phiA) ."(-1)+ (-
1) . *fret.*Fd.*S2.7 (1)
.*S4.*alphaSat.*sigmaD.*tauD.*phiD.* (1+sigmaAd.*tauA.*phiD) ." (-
1) .* (tauA+tauD+ (sigmaAd+sigmaD) . *tauA.*
tauD.*phiD) .* (tauD.* ((=1)+( (-
1)+fret) .*sigmaD.*tauD. *phiD)+taulA.”2.*phiD.* (1+sigmaD.*
tauD.*phiD) .* ((-1) . *sigmaAd+ (-1) . *fret.*sigmaD+ ( (-
1)+fret) .*sigmaAd. * (sigmaAd+sigmaD) . *

tauD.*phiD) +taulA.* ((-1)+tauD.*phiD.* (((-2)+fret) .* (sigmaAd+sigmaD) + ( (-
1)+fret) .*sigmaD.*
(2.*sigmaAd+sigmaD) . *tauD.*phiD))) .” (-1) +Fd.*sigmaD.*tauD.*phiD.* ( ( (-

1)+fret) .*taubD+
tauA."2.*phiD.* ((-1) .*sigmaAd+ (-1) . *fret.*sigmaD+ ( (-
1)+fret) .*sigmaAd. * (sigmaAd+sigmaD) .*
tauD.*phiD) + ( (-
1)+fret) .*tauA.* (1+(2.*sigmaAd+sigmaD) . *tauD.*phiD) ) .* (tauD.* ((=1) + ((
-1)+fret).*sigmaD.*tauD.*phiD) +tauA.”2.*phiD.* (1+sigmaD.*tauD.*phiD) .* ( (-
1) . *sigmaAd+(-1)
.*fret.*sigmaD+ ( (-
1)+fret) . *sigmaAd.* (sigmaAd+sigmaD) . *tauD. *phiD) +tauA.* ((-1) +tauD.*phiD.* (

((=2)+fret) .* (sigmaAd+sigmaD) + ( (-
1)+fret) .*sigmaD.* (2.*sigmaAd+sigmaD) . *tauD. *phiD))) ." (
-1);
i2==Fa.*S2.*sigmaA.*tauA.*phiA.* (l+sigmaA.*taulA.*phiA) .~ (-1)+ (-
1) .*fret.*Fd.*alphaSat.*sigmaD.* ...
tauD. *phiD.* (1+sigmaAd.*tauA.*phiD) . (-
1) .* (tauA+tauD+ (sigmaAd+sigmaD) . *tauA.*tauD. *phiD) . * (tauD.*
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((-L)+((-
1)+fret) .*sigmaD.*tauD.*phiD) +tauA.”2.*phiD.* (1+sigmaD.*tauD. *phiD) .* ( (-
1).* ...
sigmaAd+ (-1) . *fret.*sigmabD+ ( (-
1)+fret) .*sigmaAd.* (sigmaAd+sigmaD) . *tauD. *phiD) +tauA.* ((-1)+

tauD.*phiD.* (((-2)+fret) .* (sigmaAd+sigmaD) + ( (-
1)+fret) .*sigmaD.* (2. *sigmaAd+sigmaD) . *tauD.* .
phiD))) .~ (-1)+Fd.*S1l.*sigmaD.*tauD.*phiD.* (( (-

1)+fret) .*tauD+tauA.”2.*phiD.* ((-1)

.*sigmaAd+ (-1) . *fret.*sigmaD+ ( (-
1)+fret) .*sigmaAd.* (sigmaAd+sigmaD) . *tauD.*phiD)+ ((-1) +

fret).*tauA.* (1+(2.*sigmaAd+sigmaD) . *tauD.*phiD) ) .* (tauD.* ((-1)+ ( (-
1)+fret) .*sigmaD.* .

tauD. *phiD) +tauA.”2.*phiD.* (1+sigmaD.*tauD.*phiD) .* ((-1) . *sigmaAd+ (-
1) .*fret.*sigmaD+ ((-1)

+fret) .*sigmaAd. * (sigmaAd+sigmaD) . *tauD. *phiD) +tauA.* ( (-

1)+tauD.*phiD.* (((-2) +fret) .* (
sigmaAd+sigmaD) + ( (-
1)+fret) .*sigmaD.* (2. *sigmaAd+sigmaD) . *tauD.*phiD))) ." (-1);

i3==Fa.*sigmalA.*tauA.*phiA.* (1l+sigmaA.*taulA.*phiA) . (-1)+ (-
1) .*fret.*Fd.*S2.7(-1) .*alphaSat.*

sigmaA.” (-

1) .*sigmaAd.*sigmaDa.*tauD.* (tauA+tauD+ (sigmaA+sigmaDa) . *taulA.*tauD. *phiA) .
*(tauD.* ((=1)+(

(_
1)+fret) .*sigmaDa.*tauD.*phiA) +tauA.”2.*phiA.* (1+sigmaDa.*tauD.*phiA) .* ( (-
1) . *sigmaA+ (

-1) .*fret.*sigmaDa+ ( (-
1)+fret) .*sigmalA.* (sigmaA+sigmaDa) . *tauD.*phiA) +taulA.* ((-1)+tauD.*

pPhiA.* (((-2)+fret) .* (sigmaA+sigmaDa) + ( (-
1)+fret) .*sigmaDa.* (2.*sigmaA+sigmaDa) . *tauD.*phiA))

) .~ (=1) .*phiD.* (1+sigmaAd.*tauA.*phiD) . " (-
1)+Fd.*S3.*sigmaD.*tauD.* (1l+sigmaDa.*tauD. *phiA)

LK (((-1)+fret) . *tauD+tauA."2.*phiA.* ((-1) . *sigma”A+(-1) .*fret.*sigmaDa+ ( (-
1)+ ...
fret).*sigmaA.* (sigmaA+sigmaDa) . *tauD.*phiA) + ( (-
1)+fret) .*tauA.* (1+(2.*sigmaA+sigmaDa) . *tauD.*

phiA)) . * (tauD.* ((=1)+( (-
1)+fret) .*sigmaDa.*tauD.*phiA) +tauA.”2.*phiA.* (l+sigmaDa.*tauD.*

phiA) . * ((-1) . *sigmaA+ (-1) .*fret.*sigmaDa+ ( (-
1)+fret) .*sigmalA.* (sigmaA+sigmaDa) . *tauD. *phiA) +

tauA.* ((-1)+tauD.*phiA.* (((-2)+fret) .* (sigmaA+sigmaDa) + ( (-
1)+fret) .*sigmaDa.* (2.*sigmaA+
sigmaDa) . *tauD.*phiA))) .” (-1) .*phiD.* (1+sigmaD. *tauD.*phiD) .~ (-1) ];

solutions=vpasolve (subs (fretegs, ...

[i1 12 i3 S1 S2 S3 S4 tauD tauA phiD phiA sigmaD sigmaDa sigmaA sigmaAd
alphaSat], ...

[ilnum i2num i3num Slnum S2num S3num S4num tauDnum tauAnum phiDnum
phiAnum sigmaDnum sigmaDanum sigmaAnum sigmaAdnum alphanum]), [fret Fd Fa]l);

fretValues=double (solutions.fret (:));
FdValues=double (solutions.Fd(:));
FaValues=double (solutions.Fa(:));

IdValues=FdValues*DsatOdnum;
IaValues=FaValues*AsatOanum;
solutionsTable=table (fretValues, IdValues, IaValues) ;
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function

[solutions, solutionsTable]=fretWithSatFrust 2 (ilnum, i2num, i3num, Slnum, S2num
, S3num, S4num, tauDnum, tauAnum, sigmaDnum, sigmaDanum, sigmaAnum, sigmaAdnum, phiD
num, phiAnum)

% This function takes the saturation of donor and acceptor fluorescence and
% FRET frustration into consideration.

% Numerical solution for the Na=Nd case (only D-A complex, no free D or A).

% ilnum, i2num, i13num - intensities measured in the donor, FRET and acceptor
channel, respectively

% Slnum, S2num, S3num, S4num - overspill parameters

% tauDnum, tauAnum - fluorescence lifetime of the donor and acceptor,
respectively

% sigmaDnum, sigmaDanum - absorption cross-section of the donor at the donor
and acceptor excitation wavelength, respectively

% sigmaAnum, sigmaAdnum - absorption cross-section of the acceptor at the
acceptor and donor excitation wavelength, respectively

% phiDnum,phiAnum - photon flux of the donor- and acceptor-exciting laser,
respectively

% solutions - structure variable containing the solutions (FRET efficiency,
alpha, unquenched donor (Id) and directly-excited acceptor (Ia) intensity)

% solutionsTable - summary of the solutions in table format

o\

o\

Peter Nagy, email: peter.v.nagy@gmail.com
DsatOdnum=sigmaDnum. *tauDnum. *phiDnum. * (1+sigmaDnum. *tauDnum. *phiDnum) . " (-
1);
D;athnum=sigmaDanum.*taanum.*phiAnum.*(l+sigmaDanum.*taanum.*phiAnum).A(
-1);
As;tOdnum=sigmaAdnum.*tauAnum.*phiDnum.*(l+sigmaAdnum.*tauAnum.*phiDnum).A(
-1);
As;thnum=sigmaAnum.*tauAnum.*phiAnum.*(1+sigmaAnum.*tauAnum.*phiAnum).A(—
1);

syms il 12 i3 S1 S2 S3 S4 Fd Fa fret tauD tauA phiD phiA sigmaD sigmaDa
sigmaA sigmaAd DsatOd DsatOa Asat0d AsatOa
fretegs=[il==Fd.*sigmaD.*tauD.*phiD.* (((-1)+fret) .*tauD+tauA.”2.*phiD.* ( (-
1) .*sigmaAd+ (-1) .*

fret.*sigmaD+ ((-1) +fret) .*sigmaAd. * (sigmaAd+sigmaD) .*tauD.*phiD) + ( (-
1)+fret) . *tauA.* (1+(

2.*sigmaAd+sigmaD) . *tauD.*phiD) ) .* (tauD.* ((=1)+ ( (-
1)+fret) .*sigmaD.*tauD. *phiD) +tauA."2.* .

phiD.* (1+sigmaD.*tauD.*phiD) .* ((-1) . *sigmaAd+ (-1) . *fret.*sigmaD+ ( (-
1)+fret) .*sigmaAd. * (

sigmaAd+sigmaD) . *tauD. *phiD)+tauA.* ((-1)+tauD.*phiD.* (( (-
2)+fret) . * (sigmaAd+sigmaD) +((-1) +

fret) .*sigmaD.* (2. *sigmaAd+sigmaD) . *tauD.*phiD))) ." (-
1)+AsatOa.*Asat0d.” (-1) .*Fa.*

S4.*tauA.*phiD.* (( (-
1)+fret) .*sigmaAd.”2.*tauA.*tauD.*phiD.* (1+sigmaD.*tauD. *phiD) + (-1)

.*fret.*sigmaD.* (tauA+tauD+sigmaD. *tauA.*tauD.*phiD) +sigmaAd.* ((=1)+( (-
1)+fret) .*sigmaD.*

tauD. *phiD) . * (tauA+tauD+sigmaD. *tauA.*tauD.*phiD) ) .* (tauD.* ((=1) +( (-
1)+fret) .*sigmaD.*tauD.*

phiD) +tauA.”2.*phiD.* (1+sigmaD.*tauD.*phiD) .* ((-1) . *sigmaAd+ (-
1) .*fret.*sigmaD+ ((-1)+

fret) .*sigmaAd. * (sigmaAd+sigmaD) . *tauD.*phiD) +tauld.* ( (-

1)+tauD.*phiD.* (((-2)+fret) .*(
sigmaAd+sigmaD) + ( (-
1)+fret) .*sigmaD.* (2. *sigmaAd+sigmaD) . *tauD.*phiD))) .~ (=-1), ...
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i2==Fd.*Sl.*sigmaD.*tauD.*phiD.* (((-1)+fret).*tauD+taulA.”2.*phiD.* ( (-
1) .*sigmaAd+ (-1) .*
fret.*sigmaD+ ((-1) +fret) .*sigmaAd. * (sigmaAd+sigmaD) .*tauD.*phiD) + ( (-
1)+fret) .*tauA.* (1+(
2 .*sigmaAd+sigmaD) . *tauD.*phiD) ) .* (tauD.* ((-1)+ ( (-
1)+fret) .*sigmaD.*tauD.*phiD) +tauA."2.* .
phiD.* (1+sigmaD.*tauD.*phiD) .* ((-1) . *sigmaAd+ (-1) .*fret.*sigmaD+ ( (-
1)+fret) .*sigmaAd. * (
sigmaAd+sigmaD) . *tauD.*phiD) +taulA.* ((-1)+tauD.*phiD.* (( (-
2)+fret) .* (sigmaAd+sigmaD)+ ((-1)+
fret).*sigmaD.* (2.*sigmaAd+sigmaD) .*tauD.*phiD))) ." (-
1) +AsatlOa.*Asat0d.” (-1) .*Fa.*
S2.*taulA.*phiD.* (( (-
1)+fret) .*sigmaAd.”2.*tauA.*tauD.*phiD.* (1+sigmaD.*tauD. *phiD)+ (-1)
.*fret.*sigmaD. * (tauA+tauD+sigmaD.*tauA.*tauD.*phiD)+sigmalAd.* ((-1)+( (-
1)+fret) .*sigmaD.*
tauD. *phiD) . * (tauA+tauD+sigmaD. *tauA.*tauD.*phiD) ) .* (tauD.* ((-1) +( (-
1)+fret) .*sigmaD.*tauD.* ...
phiD) +tauA.”2.*phiD.* (1+sigmaD.*tauD. *phiD) . * ((-1) . *sigmaAd+ (-
1) .*fret.*sigmaD+ ((-1)+
fret).*sigmaAd.* (sigmaAd+sigmaD) .*tauD.*phiD) +tauld.* ( (-

1)+tauD.*phiD.* (((-2)+fret) .*(

sigmaAd+sigmaD) + ( (-
1)+fret) .*sigmaD.* (2. *sigmaAd+sigmaD) . *tauD.*phiD))) ."~ (-1), ...
i3==DsatOa.” (-1) .*Dsat0d.*Fd.*S3.*sigmaDa.*tauD.*phiA.* (((-1)+fret).*tauD+

tauA."2.*phiA.* ((-1) .*sigmaA+(-1) .*fret.*sigmaDa+ ( (-
1)+fret) .*sigmalA.* (sigmaA+sigmaDa) . *

tauD.*phiA) + ( (-
1)+fret) .*tauA.* (1+(2.*sigmaA+sigmaDa) . *tauD.*phiA)) . * (tauD.* ((=1)+((
1)+fret) .*sigmaDa.*tauD.*phiA) +tauA.”2.*phiA.* (1+sigmaDa.*tauD.*phiA) .* ( (-
1) .*sigmalA+(-1)

.*fret.*sigmaDa+ ( (-
1)+fret) .*sigmalA.* (sigmaA+sigmaDa) . *tauD. *phiA) +taulA.* ((-1) +tauD.*phiA.* (

((=2)+fret) .* (sigmaA+sigmaDa) + ( (-
1)+fret) .*sigmaDa.* (2.*sigmaA+sigmaDa) . *tauD. *phiA))) . (
-1)+Fa.*taulA.*phiA.* (( (-
1)+fret) .*sigmaA.”2.*tauA.*tauD.*phiA.* (l+sigmaDa.*tauD.*phiA) + (
-1) .*fret.*sigmaDa.* (tauA+tauD+sigmaDa.*tauA.*tauD.*phiA) +sigmaA.* ( (-
1)+ ((-1)+fret) .*
sigmaDa.*tauD.*phiA) .* (tauA+tauD+sigmaDa.*taulA.*tauD.*phiA)) .* (tauD.* ( (-
1)+ ((-1)+fret) . *
sigmaDa.*tauD.*phiA) +tauA.”2.*phiA.* (1+sigmaDa.*tauD. *phiA) .* ( (-
1) .*sigmalA+ (-1) .*fret.*
sigmaDa+ ((-1)+fret).*sigmaA.* (sigmaA+sigmaDa) .*tauD.*phiA) +taulA.* ( (-
1)+tauD.*phiA.* (((-2)+
fret) .* (sigmaA+sigmaDa) + ( (-
1)+fret) .*sigmaDa.* (2.*sigmaA+sigmaDa) . *tauD.*phiA))) . (-1)1;

solutions=vpasolve (subs (fretegs, ...

[11 i2 i3 S1 S2 S3 S4 tauD tauA phiD phiA sigmaD sigmaDa sigmaA sigmaAd
Dsat0d DsatOa AsatO0d AsatOal, ...

[ilnum i2num i3num Slnum S2num S3num S4num tauDnum tauAnum phiDnum
phiAnum sigmaDnum sigmaDanum sigmaAnum sigmaAdnum DsatOdnum DsatOanum
AsatOdnum AsatOanum]), [fret Fd Fal);

fretValues=double (solutions.fret(:));
FdValues=double (solutions.Fd(:));
FaValues=double (solutions.Fa(:));
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IdValues=FdValues*DsatOdnum;

IaValues=FaValues*AsatOanum;
alphaValues=IaValues*S2num./IdValues*DsatOdnum/AsatOdnum*tauAnum/tauDnum;
solutionsTable=table (fretValues,alphaValues, IdValues,IaValues)
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